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RESUMO 
A atividade neural presente durante o sono é um evento fisiológico capaz de 
promover estímulos endógenos para os sistemas sensoriais que dependem de 
atividade neural para o desenvolvimento, como o sistema nociceptivo. A redução 
do tempo de sono em uma fase crítica para a maturação deste sistema pode 
resultar em consequências negativas no desenvolvimento da nocicepção. Diante 
disso, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da redução do tempo 
de sono durante o período neonatal no sistema nociceptivo. Ainda, foi avaliado se 
a redução do tempo de sono poderia alterar a atividade neural da via nociceptiva. 
Para isto, na primeira etapa do estudo camundongos com 12 dias de vida (P12) 
foram distribuídos em três grupos: controle (CTRL), privação de sono (PS) e 
separação materna (SM). Foi realizada apenas uma única sessão de PS e SM 
com duração de seis horas. Os animais foram avaliados quanto a resposta 
nociceptiva e comportamento tipo ansioso com 35 e 90 dias de vida. Na segunda 
etapa, camundongos no P12 foram distribuídos aleatoriamente nos grupos: CTRL, 
restrição de sono (RS) e SM. A RS e SM foram realizadas durante dez dias (P12 
ao P21) duas horas por dia. Os animais foram avaliados quanto a resposta 
comportamental nociceptiva logo após a manipulação (P21), na adolescência 
(P35) e vida adulta (P90). Nesta etapa também avaliamos se as alterações na 
nocicepção estariam relacionadas com mudanças na atividade neural da via 
nociceptiva. Os resultados demonstraram que a tanto a PS quanto a RS foram 
capazes de aumentar a sensibilidade nociceptiva nos animais adolescentes. 
Entretanto, esta mudança na resposta nociceptiva induzida pela perda de sono 
crônica não foi acompanhada por alterações na expressão da proteína c-Fos, um 
marcador de atividade neural, no córtex cingulado anterior e córtex 
somatosensorial. O comportamento pronociceptivo presente na adolescência não 
persistiu até a vida adulta. Em conjunto, os achados deste estudo indicam que a 
redução do tempo de sono em um período crítico para a maturação da resposta 
nociceptiva induz aumento da sensibilidade em camundongos adolescentes, 
refletindo um possível papel do sono no desenvolvimento do sistema nociceptivo.   
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ABSTRACT 
Sleep in neonates is a physiological event able to promote proper brain activity to 
the sensory systems in which development is dependent upon activity. Sleep loss 
can lead to negative implications for the maturation process of nociceptive system. 
We tested the hypothesis that neonatal sleep reduction induces a long-term 
increase on nociceptive response in mice, and that this hypersensitivity occurs by 
means of changes in the activity of nociceptive pathways. In the fist phase, 
neonatal mice at postnatal day (PND) 12 were randomly assigned to the following 
groups: control group (CTRL), sleep deprivation (SD) and maternal separation 
(MS). The method of gentle handling was used to prevent sleep. All the 
manipulations were performed during six hours. At PND 22, mice were group 
housed by litter and sex. At PND 35 and PND 90, they were tested for nociceptive 
and anxiety behaviors. In the second phase, mice at PND 12 were randomly 
assigned to the following groups: CTRL, sleep restriction (SR) and MS. The SR 
and MS were performed two hours by day during ten days (PND 12 until PND 21). 
For each developmental time-point (PND 21, 35 and 90), mice were tested for 
pain-related behaviors. The results showed that in juvenile mice the nociceptive 
thermal threshold was significantly lower in SD mice compared to CTRL animals. 
In the same line, the SR increased the nociceptive sensitivity in adolescent mice 
submitted to the hot plate test. However, this alteration in nociceptive response 
was not followed by changes in c-Fos expression, a neuronal activity marker, in 
the anterior cingulate cortex and primary somatosensory cortex. In both protocols, 
the changes in pain sensitivity did not persist until adulthood with all mice showed 
comparable nociceptive response. The current findings indicate that exposure to 
sleep loss during early-life period are able to induce mild-term changes in 
nociceptive response.  
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1. INTRODUÇÃO  
Introdução 
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“The effects of early experience modify later reactivity of the central nervous system. The 
precise nature of this modification is still unknown”. 
Seymour Levine, 1959 
 
  
 No período de 1950 e 1960 a Ciência vivenciou uma mudança radical no 
pensamento sobre o ambiente infantil: estudos em roedores indicaram efeitos 
duradouros das experiências vivenciadas durante o período neonatal. As 
pesquisas do grupo do Professor Seymour Levine demonstraram que 
manipulações na infância modificam, a curto e longo prazo, diversas respostas 
fisiológicas e comportamentais (Levine, 1957, 1962; Levine et al., 1957). O estudo 
pioneiro publicado em 1956 encontrou que filhotes submetidos a curtos períodos 
de manipulação (remoção do filhote da gaiola-moradia e retorno logo em seguida) 
apresentavam maior comportamento exploratório na vida adulta quando 
confrontados com uma nova situação, o qual foi interpretado como uma melhor 
resposta de adaptação (Levine et al., 1956). Ainda, observou-se que as 
alterações decorrentes da experiência infantil eram dependentes do dia pós-natal 
na qual elas eram realizadas (Levine e Lewis, 1959). Estes estudos nortearam 
uma nova área do conhecimento, a Psicobiologia do Desenvolvimento.  
 Desde então, os eventos fisiológicos durante a infância, período no qual o 
cérebro em amadurecimento é mais suscetível às modificações ambientais, tem 
sido o foco de diversos estudos nesta área. Atualmente, sabe-se que a qualidade, 
quantidade e o período da manipulação neonatal podem levar a alterações 
duradouras no desenvolvimento comportamental, endócrino e neural (Fumagalli et 
al., 2007; Faturi et al., 2010; Nishi et al., 2013). 
Introdução 
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1.1 Período pós-natal e desenvolvimento 
  
 Um aspecto do desenvolvimento que vem sendo explorado nos estudos 
envolvendo mamíferos é a relação entre o nascimento e o nível de maturação 
cerebral. O ser humano é uma espécie altricial, a qual apresenta um estado 
imaturo do sistema nervoso central (SNC) ao nascer e considerável 
desenvolvimento pós-natal. Algumas espécies utilizadas para pesquisa em 
laboratório também apresentam esta característica, como o camundongo, rato, 
cachorro e coelho (Wood et al., 2003).  Estes animais são amplamente utilizados 
nas pesquisas em Biologia do Desenvolvimento para investigar alterações na 
maturação cerebral, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos com 
estas modificações, e potenciais intervenções que não podem ser estudadas 
diretamente em seres humanos. Nestes estudos a idade do modelo experimental 
é um fator crucial para as manipulações realizadas bem como para a 
interpretação dos resultados. Romijin e colaboradores (1991) avaliaram o 
resultado de diversos estudos para encontrar qual idade do desenvolvimento pós-
natal no rato poderia ser associada a um ser humano nascido termo, com relação 
ao grau de maturação cerebral. Considerando parâmetros como formação de 
sinapses no córtex, desenvolvimento da atividade de enzimas chaves para a 
síntese dos neurotransmissores como o GABA e a acetilcolina, e a maturação 
funcional da atividade elétrica cortical, os autores postularam que o rato por volta 
do 12º dia de vida pós-natal seria equivalente a um recém-nascido termo. Embora 
não tenha sido encontrado estudo semelhante desenvolvido em camundongos, a 
similaridade na duração do período gestacional (por volta de 19 e 21 dias em 
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camundongos e ratos, respectivamente) e nos processos de maturação cerebral 
que acontecem após o nascimento, permitem especular que também nestes 
animais após a primeira semana de vida pós-natal seria a melhor comparação 
com um ser humano recém-nascido. 
 O desenvolvimento cerebral dos humanos e roedores, como o rato e 
camundongo, apresenta similaridades. As células precursoras do SNC iniciam o 
seu desenvolvimento no período embrionário. Por meio dos processos de 
neurogênese e migração celular, as áreas específicas do SNC começam a serem 
formadas e diferenciadas em prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo no início 
do período gestacional. De maneira geral, este desenvolvimento segue uma 
sequência na qual as regiões mais caudais, como o mesencéfalo, desenvolvem-
se primeiro que as regiões mais rostrais, como o prosencéfalo, e as regiões mais 
mediais destas estruturas maturam antes que as laterais. Em ambas as espécies, 
as estruturas cerebrais encontram-se formadas no nascimento; porém, processos 
de diferenciação neuronal, mielinização e sinaptogênese se estendem do período 
embrionário até o final da adolescência (para revisão ver Rice e Barone, 2000). 
De fato, estudos realizados em ratos e camundongos demonstraram que o 
conteúdo celular presente no encéfalo adulto não é reflexo somente do 
desenvolvimento embrionário. Durante as três primeiras semanas de vida pós-
natal uma combinação de eventos, como modificações no tamanho e número de 
neurônios e aumento da quantidade de células não-neuronais, caracterizam a 
composição e tamanho do cérebro maduro do rato (Bandeira et al., 2009). Em 
camundongos, modificações na composição celular, principalmente células não 
neuronais, e na massa de algumas regiões do SNC apresentam importantes 
mudanças na adolescência (entre a quarta e décima primeira semana de vida 
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pós-natal) (Fu et al., 2013). Estes processos estão diretamente associados com a 
organização funcional do SNC, apresentando diferentes janelas de 
oportunidade/vulnerabilidade e tornando o período pós-natal uma fase crítica para 
o adequado desenvolvimento. Ainda, esta característica de imaturidade do SNC 
ao nascer torna este período altamente propício para estudar fatores associados 
aos processos maturacionais. 
 
Manipulação neonatal e desenvolvimento 
 O desenvolvimento cerebral é coordenado por uma complexa interação 
entre programação genética e as adaptações desencadeadas pelas experiências. 
Esta interação pode ser definida como o efeito de uma manipulação ambiental 
associada aos diferentes genótipos aumentando a suscetibilidade para um dado 
desfecho (Ottman, 1996). Mudanças no ambiente podem ser estudadas por meio 
da exposição a um agente físico, químico ou biológico, ou alterações em um 
padrão comportamental. Estas experiências influenciam a maquinaria genética, 
moldando os sistemas cerebrais e as respostas comportamentais ao longo da 
vida (Sullivan et al., 2006).  
 Uma maneira de determinar como as experiências durante o período 
neonatal podem impactar no desenvolvimento é submeter o neonato a contextos 
ambientais adversos. Neste sentido, diversos estudos utilizaram o modelo animal 
para desenvolver uma variedade de paradigmas envolvendo manipulações 
neonatais e a análise de possíveis mudanças comportamentais. Estes modelos, 
em sua maioria, utilizam manipulações estressantes, uma vez que a resposta ao 
estresse no filhote representa um importante fator na vulnerabilidade para o 
adequado desenvolvimento. 
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 Apesar das diversas definições do que é estresse, pode-se definir como um 
dano que desafia a integridade fisiológica ou psicológica e resulta em respostas 
comportamentais e/ou fisiológicas (McEwen, 2000). Dentre os efeitos fisiológicos, 
a resposta ao estresse envolve alterações coordenadas no sistema nervoso 
neuroendócrino, autonômico, metabólico e sistema imunológico. Na cascata de 
reações neuroendócrinas, destaca-se a atividade do eixo hipotálamo-pituitária-
adrenal (HPA). Em uma breve descrição, diante de um estímulo estressor 
neurônios no hipotálamo liberam o hormônio liberador de corticotropina (CRH) e 
arginina-vasopressina (AVP), sinalizando a subsequente liberação do hormônio 
adrenocorticotrófico (ACTH) pela glândula pituitária. O ACTH atua perifericamente 
na adrenal estimulando a liberação de glicocorticóides e catecolaminas 
(adrenalina e noradrenalina). Os glicocorticóides, cortisol em humanos e 
corticosterona em roedores, apresentam a característica de regular a liberação de 
CRH e ACTH por meio dos receptores de glicocorticóides principalmente no 
hipotálamo e na pituitária, respectivamente. Esta ação de feedback modula a 
atividade do eixo HPA (Lupien et al., 2009). Em roedores, os níveis sanguíneos 
de corticosterona são amplamente utilizados como marcador para indicar a 
resposta a um evento estressor, refletindo a intensidade de um estímulo 
estressante.  
 Nos filhotes, este mecanismo de resposta do eixo HPA apresenta um fase 
adaptativa que acompanha o padrão de imaturidade cerebral conhecida como 
período de hiporesponsividade ao estresse. Em ratos, este período compreende 
do dia pós-natal 4 ao 14 (para revisão ver Levine, 2001), e em camundongos do 
1º ao 12º dia de vida pós-natal (Schmidt et al., 2003). Neste período, a reduzida e 
estável concentração de corticosterona basal é importante para o adequado 
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desenvolvimento do SNC. Ainda, a mínima elevação nos níveis de corticosterona 
diante da exposição a estressores moderados parece estar associada a um fator 
protetor devido ao rápido padrão de maturação cerebral.   
 De fato, exposição a adversidades que envolvem estresse representa um 
importante elemento de vulnerabilidade para o desenvolvimento adequado das 
funções cerebrais (Fumagalli et al., 2007). Diversos tipos de eventos estressantes 
durante o desenvolvimento têm sido empregados para produzir mudanças 
persistentes no comportamento. A maioria das manipulações experimentais 
baseia-se na interferência da interação mãe-filhote, conhecida como paradigma 
da separação materna. Este procedimento envolve a remoção dos filhotes da 
mãe, entre o nascimento e o período do desmame, com variações na duração e 
número de sessões. Estas variações possibilitam classificar os paradigmas 
experimentais em protocolos de privação e separação materna. Em geral, o 
primeiro refere-se a uma única sessão da interrupção da interação mãe-filhote por 
24 horas; já o paradigma da separação materna envolve períodos inferiores a 24 
horas, podendo durar minutos ou horas, geralmente de três a oito horas 
(separação materna longa), por apenas uma sessão ou sessões repetidas 
durando de duas a três semanas. A interrupção do contato materno mimetiza um 
evento estressante capaz de moldar a função cerebral, uma vez que a relação 
mãe-filhote parece ser uma das principais fontes de regulação dos processos 
fisiológicos e neurocomportamentais durante o período de desenvolvimento 
(Faturi et al., 2010). 
 Os estudos desenvolvidos no laboratório do pesquisador Michael Meaney 
evidenciam como variações no cuidado materno influenciam o desenvolvimento, e 
como mudanças no ambiente podem interferir no comportamento da mãe e, 
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portanto, no desenvolvimento do filhote (Liu et al., 1997; Caldji et al., 1998; 
Francis e Meaney, 1999; van Hasselt et al., 2012). Um dos primeiros estudos 
realizados pelo grupo demonstrou que as variações no cuidado materno que 
ocorrem naturalmente entre os animais determinava a resposta neuroendócrina 
do filhote quando adulto (Liu et al., 1997). Os ratos provenientes das ninhadas 
que as mães apresentavam frequência elevada de comportamentos de lambidas 
(licking/grooming) e amamentação (nursing), avaliada nos dez primeiros dias de 
vida pós-natal, exibiam reduzida resposta ao estresse na vida adulta. A elevada 
frequência no comportamento materno estava presente devido a variações 
naturais ou induzida pela manipulação da ninhada (aumento do cuidado materno 
ativo ao retornar os filhotes para a mãe após manipulação). Ainda, as ninhadas 
nas quais as mães desempenhavam um baixo cuidado materno (reduzida 
frequência de licking/grooming e nursing) apresentavam alterações na resposta 
comportamental quando adultos, como redução da atividade exploratória no 
campo aberto e aumento da resposta de sobressalto (Caldji et al., 1998). O 
contato materno pode ser uma importante variável relacionada com os efeitos 
permanentes da manipulação neonatal. No entanto, a característica desta 
experiência, como a frequência, duração e a qualidade da situação exposta, são 
fatores importantes para determinar as consequências no desenvolvimento. 
 
Desenvolvimento dependente de atividade 
 Parece haver consenso na literatura que as modificações funcionais e 
estruturais que acontecem ao longo do desenvolvimento são altamente sensíveis 
e dependentes da experiência. No período pós-natal o ambiente pode ter 
influência direta nas informações sensoriais que fornecem a atividade neural 
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apropriada para a maturação das circuitarias centrais que são cruciais para 
muitas funções desempenhadas pelo cérebro adulto. Ainda, modificações no 
ambiente podem interferir na atividade cerebral e influenciar processos de 
desenvolvimento dependentes de atividade. Desenvolvimento dependente da 
experiência, ou desenvolvimento dependente de atividade, é um conceito utilizado 
em estudos que investigam o ambiente infantil e refere-se a uma adequada 
atividade neuronal necessária para formar as circuitarias neurais de uma sistema 
cerebral específico (Katz e Shatz, 1996). A atividade neural, ou a atividade das 
circuitarias neurais, seria o principal estímulo para as mudanças ontogenéticas e 
adaptativas no SNC (Turrigiano, 2012). O conceito de desenvolvimento 
dependente de atividade envolve tanto a atividade neural desencadeada por um 
estímulo sensorial quanto a atividade neural gerada no sistema nervoso na 
ausência de estímulo externos. 
Muito do conhecimento sobre o desenvolvimento dependente de atividade 
foi construído baseado nos estudos de dominância ocular e alterações funcionais 
e estruturais do sistema visual. As evidências das vias neuroanatômicas deste 
sistema possibilitou o desenvolvimento de vários estudos que elucidaram como as 
experiências e o ambiente pós-natal influenciam a maturação do sistema visual, e 
impulsionou as investigações envolvendo outros sistemas sensoriais. Os 
experimentos clássicos desenvolvidos por Hubel e Wiesel1 foram os primeiros 
exemplos de como a experiência pode modificar a circuitaria cerebral. Ao eliminar 
o estímulo da experiência visual, por meio de manipulações de privação ocular 
                                                 
1 David Hunter Hubel e Torsten Wiesel foram laureados com o Prêmio Nobel em 
Fisiologia e Medicina em 1981 pelas contribuições científicas na compreensão do 
processamento das informações visuais no córtex.  
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em gatos, os autores encontraram alterações morfológicas e funcionais na via de 
processamento da informação visual, como redução da responsividade das 
células corticais, e modificação da organização anatômica das projeções tálamo-
corticais (Wiesel e Hubel, 1965; revisado em Hubel e Wiesel, 1998). Estes efeitos 
dependentes da experiência na organização estrutural e funcional do córtex visual 
resultam de alterações na quantidade ou no padrão de atividade neural no 
sistema visual em uma fase crítica para a maturação deste sistema. O período 
crítico refere-se ao intervalo de tempo que a atividade neural ótima é necessária 
para formar um padrão maduro de um sistema sensorial ou comportamento 
específico. Nesta fase, a qual pode variar a depender do sistema investigado, 
eventos que interfiram na estimulação necessária para o desenvolvimento têm 
impacto significativo no desenvolvimento se comparado com o mesmo evento 
aplicado na vida adulta. 
O desenvolvimento do SNC também está associado a atividade neural 
gerada endogenamente, sem a necessidade da presença de uma estímulo 
sensorial. Mesmo na ausência da experiência visual, os neurônios na retina 
apresentam geração espontânea de potencial de ação (atividade espontânea), a 
qual é necessária para a formação das conexões entre a retina e os núcleos 
talâmicos, e adequado desenvolvimento da visão (Penn et al., 1998). O sistema 
nervoso gera padrões complexos de atividade neural que podem ser 
independentes das informações sensoriais. Um dos tipos de atividade espontânea 
são os padrões de atividade elétrica cerebral, os quais geram oscilações 
sincronizadas ou dessincronizadas em regiões específicas do encéfalo em 
desenvolvimento e que se assemelham aos padrões encontrados no adulto 
(Yuste, 1997).  
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1.2 Sono e desenvolvimento 
 
 O sono é um processo fisiológico que vem ganhando destaque nos estudos 
relacionados ao desenvolvimento do SNC, sendo indicado como um estado 
promotor de atividade neuronal essencial para o desenvolvimento cerebral em um 
período na qual as experiências ambientais são limitadas. Com base em critérios 
comportamentais, o sono pode ser caracterizado pela presença de postura típica, 
imobilidade, reduzido limiar sensorial e rápida reversibilidade. Baseando-se em 
critérios eletrofisiológicos, é possível caracterizar o sono de acordo com a 
atividade cerebral presente nos diferentes estados de vigilância. Por meio do 
eletroencefalograma (EEG), do registro da atividade muscular (eletromiograma - 
EMG) e dos movimentos dos olhos (eletrooculograma - EOG), identificam-se duas 
fases principais: o sono NREM (do inglês non-rapid-eye-movement) e o sono 
REM2 (rapid-eye-movement). Estas fases apresentam padrões de ondas elétricas 
cerebrais específicas no EEG que refletem as diferenças nas circuitarias neurais 
envolvidas na vigília e no sono, bem como na transição dos estágios (para revisão 
ver España e Scammell, 2011 e McCarley, 2011). A fase NREM pode ser 
                                                 
2 O sono REM também é denominado de sono paradoxal. Esta última nomenclatura foi 
utilizada pela primeira vez pelo neurofisiologista Michel Jouvet em 1959, um ano após a 
publicação do estudo do William Dement caracterizando o sono REM (Electroencephalogr 
Clin Neurophysiol 1958;10(2):291-6). Assim como o estudo do Dement, Jouvet registrou o 
sono em gatos e denominou de sono paradoxal por ser um paradoxo ter uma fase do 
sono na qual a atividade cerebral se assemelhava com a vigília (EEG com ritmo rápido e 
dessincronizado), mas na ausência de tônus muscular. É possível encontrar na literatura 
o uso dos dois termos para denominar a mesma fase do sono, sendo o termo sono 
paradoxal mais utilizado em animais não-humanos. Porém, nesta tese utilizaremos o 
termo sono REM.  
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identificada pelo padrão sincronizado no EEG, com ondas elétricas de baixa 
frequência e amplitude elevada, associado com redução do tônus muscular e 
ausência de movimentos rápido dos olhos; já o sono REM apresenta ondas de 
rápida frequência e baixa amplitude e um padrão dessincronizado na atividade 
elétrica cortical no EEG, e atonia muscular no EMG.  
 A hipótese do sono como principal fator de estimulação neural endógena 
necessária para o amadurecimento cerebral foi especulada pela primeira vez em 
1966. Em um estudo publicado no periódico Science, Roffwarg e colaboradores 
(1966) realizaram o registro EEG e EOG de recém-nascidos encontrando uma 
grande quantidade de sono no início da vida. Nos primeiros anos de vida a 
criança dorme cerca de 13 a 16 horas por dia, com predominância do sono REM, 
reduzindo esse tempo para 12 horas por volta dos três anos de idade (Roffwarg et 
al., 1966). Neste mesmo estudo os autores apresentam uma compilação de 
dados do registro do padrão de sono ao longo da vida caracterizando, pela 
primeira vez, o desenvolvimento ontogenético do ciclo vigília-sono (Figura 1).  
 A grande quantidade de sono no início da vida, em particular a 
porcentagem elevada do sono REM, e a sua redução ao longo do 
desenvolvimento, levou os autores a postularem a hipótese ontogenética do sono. 
Esta hipótese indica que a atividade neural presente durante o sono REM seria 
uma fonte de estimulação endógena crucial para os processos de maturação dos 
sistemas sensoriais e motores no SNC. A redução do tempo de sono ao longo do 
desenvolvimento refletiria uma menor necessidade de atividade neural. 
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Figura 1. Modificações ontogenéticas do tempo total de sono, bem como da 
distribuição do sono REM e sono NREM em seres humanos. Destaca-se a grande 
quantidade de sono, em particular sono REM, nos primeiros anos de vida. Figura 
original extraída de Roffwarg HP, Muzio JN, Dement WC. Ontogenetic development of the 
human sleep-dream cycle. Science 1966;152(3722):604-619. Utilização autorizada pela 
AAAS. 
  
 Alguns anos após a formulação da hipótese ontogenética em seres 
humanos, Jouvet-Mounier e colaboradores (1970) investigaram a ontogenia do 
sono em ratos, gatos e no porquinho da Índia. Ao encontrar uma porcentagem 
elevada de tempo de sono nas primeiras semanas de vida no rato e gato, animais 
que nascem com o SNC mais imaturo comparado com o porquinho da Índia, os 
autores estabeleceram uma possível relação entre grau de maturação cerebral ao 
nascer e tempo total de sono (Figura 2). A partir destes achados, diversos 
estudos foram desenvolvidos para tentar compreender possível função do sono 
na maturação do SNC. 
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Figura 2. Porcentagem do tempo em sono REM com base no tempo total de 
sono, em função da idade (em dias) no rato, gato e porquinho da Índia. Figura 
original extraída de Jouvet-Monet D, Astic L, Lacote D. Ontogenesis of the states of sleep 
in rat, cat, and guinea pig during the first postnatal month. Developmental Psychobiology 
1970;2(4): 216-239. Utilização autorizada pela Copyright © 1969 John Wiley & Sons, Inc. 
 
  As mudanças no padrão e consolidação do sono são influenciadas pela 
interação entre os processos de amadurecimento neurofisiológico da infância, 
habilidade de auto-regulação comportamental e fatores ambientais. O sono na 
infância apresenta características semelhantes ao sono em adultos, como a 
rápida reversibilidade, elevado limiar sensorial e atividade neural estado 
dependente (Karlsson et al., 2005; Seelke e Blumberg, 2010). Em humanos, é 
possível realizar a distinção dos diferentes estados de vigilância por meio do EEG 
logo após o nascimento (Roffwarg et al., 1966; André et al., 2010). Em ratos, a 
distinção do ciclo vigília-sono baseado na atividade neocortical emerge 
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aproximadamente entre o 10º e 12º dia de vida pós-natal3 (Frank e Heller, 1997). 
Embora seja possível diferenciar os estágio REM e NREM em humanos recém-
nascidos, há estudos que utilizam os termos sono ativo e sono quieto. O sono 
ativo pode ser caracterizado pela presença de ondas rápidas no EEG, frequência 
respiratória e cardíaca irregular, mioclonias e movimentos rápidos dos olhos 
ocorrendo de forma fásica; já o sono quieto é caracterizado por ondas lentas no 
traçado eletroencefalográfico, frequência respiratória e cardíaca regular e redução 
dos movimentos corporais (Grigg-Damberger et al., 2007). Importante ressaltar 
que há na literatura divergências quanto a utilização dos termos sono ativo e sono 
quieto como sinônimos de sono REM e NREM, respectivamente. Alguns autores 
acreditam que o sono ativo seja uma forma imatura do sono REM, uma vez que 
os mecanismos e as conexões responsáveis pela geração e manutenção do sono 
REM já estão presentes no recém-nascido e em ratos neonatos (Karlsson et al., 
2005).  
Durante a infância, o sono já apresenta mecanismos envolvidos com a 
regulação homeostática, refletida pelo aumento da pressão para o sono após 
vigília prolongada e por respostas compensatórias na recuperação de sono após 
período de privação de sono (Blumberg et al., 2004; Mignot, 2008). Jenni e 
colaboradores (2004) realizaram um estudo longitudinal com crianças a partir da 
segunda semana de vida, encontrando que os marcadores da homeostase do 
                                                 
3 No estudo de Jouvet-Monier e colaboradores (1970) as distinção entre os estágios de 
vigília e sono, bem como de sono REM e NREM, antes do décimo dia de vida, quando 
não há clara diferenciação do padrão do EEG, foi realizada com base no registro 
eletrofisiológico da atividade muscular e movimento dos olhos. O sono REM foi definido 
pela presença de espasmos muscular associado ou não com movimento dos olhos. O 
sono NREM, ou sono de ondas lentas, foi considerado quando o filhote apresentava 
quiescência comportamental sem espasmos musculares ou movimento dos olhos.  
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sono, as atividades do ritmo theta e delta no EEG, aparecem após o primeiro mês 
pós-natal. Utilizando parâmetros do EEG, Frank e colaboradores (1998) 
demonstraram que o aumento no poder da atividade delta após período de 
privação de sono, um marcador de intensidade da resposta homeostática 
amplamente estudado em adultos, é observado no 24º dia pós-natal, mas não 
está presente nos ratos no dia pós-natal 12 e 20. Baseando-se em outros 
marcadores, como os espasmos musculares característicos do sono REM e o 
limiar sensorial, o grupo do pesquisador Mark Blumberg encontrou que os 
componentes da regulação homeostática, como o aumento da pressão para o 
sono e maior tempo de sono após período de privação de sono, estão presentes 
nos animais antes do quinto dia de vida (Blumberg et al., 2004; Todd et al., 2010).  
O aprimoramento das técnicas utilizadas em estudos com humanos e 
outros animais, possibilitou melhor compreensão da neurobiologia do sono ao 
longo do desenvolvimento. Embora a função do sono ainda seja desconhecida, a 
sua relação com a maturação cerebral vem sendo cada vez mais explorada. No 
início da vida, o neonato apresenta a necessidade de interagir com o meio para 
aprender novos comportamentos e adaptar-se ao ambiente pós-natal. De fato, 
como mencionado nas seções anteriores, a função cerebral durante todos os 
estágios da vida acontece por meio da interação entre o SNC e o ambiente. Estas 
adaptações ao ambiente são facilmente associadas com a vigília, no entanto a 
grande quantidade de sono no início da vida sugere que este estado também 
poderia influenciar os processos de aprendizagem. Baseando-se neste conceito, 
Fifer e colaboradores (2010) relataram que recém-nascidos são capazes de 
processar estímulos sensoriais externos e aprender a relação entre eles enquanto 
dormem. Os neonatos foram submetidos a um procedimento de condicionamento 
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de movimento dos olhos durante o sono. O registro da atividade bioelétrica da 
face revelou que os recém-nascidos aprenderam a relação entre o estímulo 
sonoro e o sopro de ar, apresentando a resposta condicionada de piscar os olhos. 
Ainda, estas respostas foram associadas com mudanças no padrão de ondas 
corticais no EEG. Os autores sugerem que a grande plasticidade neuronal nesta 
fase da vida pode permitir o aprendizado durante o sono. Este estudo acrescenta 
evidências do importante papel do sono na consolidação das experiências 
vivenciadas na vigília e como fonte de estímulo para o cérebro em 
amadurecimento. 
 
Privação de sono 
 Os avanços na compreensão da neurobiologia e regulação fisiológica do 
sono se devem, em grande parte, às pesquisas que utilizam a privação ou 
restrição de sono no intuito de investigar a importância deste fenômeno. Os 
primeiros estudos investigando a redução do tempo de sono em neonatos foram 
impulsionados pela hipótese ontogenética formulada por Hoffwarg e 
colaboradores (1966). Técnicas farmacológicas foram utilizadas com o objetivo de 
eliminar o sono REM e investigar as alterações a longo prazo no 
desenvolvimento. Mirmiran e colaboradores (1981, 1983) encontraram que a 
supressão do sono REM, induzida pela administração de clomipramina (inibidor 
da recaptação de noradrenalina e serotonina), na segunda e terceira semana de 
vida do rato alterou parâmetros comportamentais na vida adulta. Utilizando este 
mesmo modelo, Vogel e colaboradores (1990) demonstraram que na vida adulta 
os animais apresentam comportamentos associados a depressão, como 
alterações no padrão de sono REM, redução no comportamento agressivo e 
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comportamentos de anedonia. A supressão farmacológica do sono REM vem 
sendo utilizada nos dias atuais como possível modelo animal de depressão 
(Lagus et al., 2012; Savelyev et al., 2012). 
 O uso de técnicas instrumentais, como os métodos da plataforma4 e o 
gentle handling5, começou a ser amplamente empregado em meados de 1990 
para realizar a privação de sono total ou específica para a fase de sono REM. 
Este período coincide com a publicação do grupo do Hoffwarg revisando a 
hipótese ontogenética, e associando o sono REM com o conceito de 
desenvolvimento dependente de atividade (Marks et al., 1995). Para elucidar esta 
associação, diversos experimentos foram desenvolvidos investigando o papel do 
sono na maturação do córtex visual, sistema sensorial que já era conhecido por 
depender de uma atividade neural ótima para o desenvolvimento (Oksenberg et 
al., 1996; Shaffery et al., 2002; 2006; 2012). Ao associar a privação monocular 
com a privação de sono REM em gatos com 35 dias de vida, Oksenberg e 
colaboradores (1996) encontraram uma amplificação dos efeitos da oclusão 
ocular. Os animais submetidos à privação de sono REM por sete dias durante o 
período crítico para o sistema visual apresentaram redução do tamanho das 
                                                 
4 O método da plataforma é uma técnica utilizada para privação seletiva de sono REM. 
Consiste em colocar o animal sobre plataformas circulares em um tanque contendo água, 
sendo o nível da água 1 cm abaixo da superfície das plataformas. A privação de sono 
ocorre devido a atonia muscular presente no sono REM: quando o animal entra neste 
estágio do sono, a perda de tônus muscular faz com que o animal acorde ao encostar o 
focinho ou, ainda, o corpo na água. 
 
5 O método do gentle handling consiste em manter o animal acordado por meio da 
introdução de estímulos no ambiente, como por exemplo a introdução de objetos novos 
ou leves movimentos na caixa. Esta técnica será descrita na Seção Métodos e 
Resultados. 
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células no núcleo geniculado lateral na camada que recebe as projeções do olho 
privado da experiência visual. Em ratos, a privação de sono REM na fase crítica 
para a maturação da resposta funcional do córtex visual (dia pós-natal 28 a 35) 
prolongou o padrão de imaturidade da resposta neuronal, mesmo na presença de 
estímulos visuais (Shaffery et al., 2002). Em conjunto, estes dados sugerem que a 
redução de sono REM gerou maior vulnerabilidade do sistema visual em 
desenvolvimento.  
 Em roedores, protocolos de privação de sono durante o período neonatal 
vem sendo utilizados para investigar a resposta de diversos sistemas fisiológicos 
diante da falta de sono, bem como para elucidar mecanismos de regulação do 
sono durante o desenvolvimento. Frank e colaboradores (1998) ao submeterem 
ratos neonatos a privação total de sono por três horas encontraram aumento do 
rebote de sono após a privação. Essa resposta foi mais evidente nos animais com 
12 dias de vida quando comparados com animais de 16, 20 e 24 dias, indicando 
maior necessidade de sono e menor capacidade em sustentar longos períodos de 
vigília nos animais mais jovens. Recentemente, Todd e colaboradores (2010) 
submeteram ratos com dois e oito dias de vida a 30 minutos de privação de sono 
para avaliar a resposta de pressão para o sono e rebote, encontrando que mesmo 
na primeira semana de vida estes animais foram capazes de expressar aumento 
dos mecanismos regulatórios do sono. A resposta de recuperação do sono após a 
privação foi acompanhada por um aumento da atividade neuronal na área pré-
óptica ventrolateral e medial do hipotálamo, regiões que em animais adultos são 
claramente conhecidas por regularem o sono (Todd et al., 2010). Lopez e 
colaboradores (2008) descreveram que a restrição seletiva de sono REM por três 
dias (quatro horas por dia) realizada em ratos com 16 dias de vida foi capaz de 
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reduzir a expressão de proteínas associadas com a transmissão glutamatérgica e 
mecanismos de plasticidade neural no hipocampo.   
Os experimentos de redução do tempo de sono em uma fase crítica para a 
maturação do SNC indicam um possível relação do sono com o desenvolvimento 
adequado. A atividade neural presente durante o sono pode ser um estímulo 
endógeno necessário para a maturação dos sistemas sensoriais que apresentam 
a característica de desenvolvimento dependente de atividade.  
 
1.3 Sistema nociceptivo e desenvolvimento 
  
 O sistema nociceptivo envolve os caminhos neurais responsáveis por 
transmitir a informação de dano ou possível dano tecidual por meio de receptores 
sensoriais especializados (nociceptores) até os centros cerebrais, onde ocorre o 
processamento da informação nociva. A resposta nociceptiva compreende o 
componente sensório discriminativo da dor, a qual também apresenta 
componentes cognitivo e emocional, e inclui informações referentes à intensidade, 
qualidade, duração e localização do estímulo nocivo (Merskey e Bogduk, 1994). 
Importante destacar que a nocicepção pode ser dissociada da experiência de dor, 
isto faz com que o comportamento de dor não esteja diretamente associado com 
o estímulo nocivo. É possível existir a percepção de dor na ausência de estímulos 
nocivos, bem como a ativação da via nociceptiva pode acontecer sem o 
comportamento de dor. Porém, alterações funcionais no sistema nociceptivo 
influenciam as mudanças da percepção dolorosa.  
A informação da presença de um estímulo nocivo é captada e transmitida 
por meio dos nociceptores. Os nociceptores são terminações nervosas livres 
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presentes na parte mais distal dos neurônios aferentes de primeira ordem (fibras 
não mielinizadas do tipo C), cujo corpo celular encontra-se nos gânglios dorsais 
da medula espinhal ou nos gânglios trigeminais. O estímulo nocivo químico, 
mecânico ou térmico pode ativar o nociceptor diretamente ou indiretamente por 
meio da liberação de mediadores químicos, como a substância P, histamina e 
prostaglandinas (Garland, 2012). Esta informação é transmitida para os centros 
de processamento da informação sensorial presentes no SNC. A informação do 
estímulo nociceptivo periférico ascende às regiões supra-espinhais principalmente 
por meio dos tratos espinotalâmico, espinoreticular e espinomesencefálico, os 
quais projeta-se para núcleos no tronco encefálico e no tálamo. Os núcleos 
talâmicos que compõem o complexo ventro-postero medial e lateral projetam-se 
para diversas regiões corticais e subcorticais, como amígdala, hipotálamo, 
substância cinzenta periaquedutal e regiões no córtex cerebral. Estas áreas 
atuam de forma integrada, influenciando o processamento somatosensorial e as 
respostas comportamentais relacionadas com a nocicepção e a percepção de dor 
(para revisões ver Melzack, 1999; Tracey e Mentyh, 2007). 
Dentre as áreas no prosencéfalo que são consideradas chaves para o 
processamento da informação nociceptiva, o córtex somatosensorial primário (S1) 
é uma das regiões relacionadas com a discriminação da intensidade do estímulo 
nocivo (Wang e Shyu, 2004; Willis et al., 2004). O registro eletrofisiológico dos 
neurônios no S1 de ratos submetidos a um estímulo nocivo térmico demonstrou 
que o aumento da intensidade do estímulo nocivo foi associado com maior 
atividade dos neurônios registrados (Kuo e Yen, 2005). Neste mesmo estudo, a 
resposta comportamental de retirada da cauda devido ao aumento da intensidade 
do estímulo também induziu, embora em menor escala, a elevação da atividade 
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dos neurônios registrados no córtex cingulado anterior (Cg). De fato, o Cg é uma 
região cortical relacionada com o processamento da informação nociceptiva, 
porém parece estar mais associada com o componente emocional (Tracey e 
Mentyh, 2007). O Cg, o hipotálamo e regiões no tronco encefálico, como a 
substância cinzenta periaquedutal, os núcleos da rafe e o locus coeruleus, são 
exemplos de áreas centrais que compõem a via descendente da modulação 
nociceptiva e dolorosa (Millan, 2002; Heinricher et al., 2009). Os caminhos 
descendentes apresentam importante papel na modulação da resposta 
comportamental, podendo facilitar ou inibir a resposta de dor gerando 
comportamentos pronociceptivo ou antinociceptivo, respectivamente.  
O comportamento de dor apresentado na infância reflete o envolvimento 
dos caminhos de sinalização neural semelhantes ao adulto porém funcionalmente 
imaturos. Em ratos e camundongos, a maturação estrutural e funcional desse 
sistema ocorre nas três primeiras semanas de vida, tornando esse período uma 
fase crítica para o desenvolvimento adequado da nocicepção (Fitzgerald e Beggs, 
2001; Hathway et al., 2009). Os nociceptores polimodais, os quais respondem aos 
estímulos mecânico, térmico e químico, estão funcionalmente ativos já no 
nascimento, porém somente após a primeira semana pós-natal o padrão de 
ativação das fibras aferentes primárias, responsáveis pela transmissão 
nociceptiva, inicia seu processo de amadurecimento (Fitzgerald e Beggs, 2001). 
Nas primeiras semanas de vida, o animal apresenta reduzido limiar nociceptivo, 
caracterizando um comportamento pronociceptivo, devido à maior ativação das 
áreas que processam a informação nociva ou ausência de controle inibitório, 
mudando este padrão após a terceira semana de vida pós-natal (para revisão ver 
Fitzgerald, 2005). Hathway e colaboradores (2009) investigaram o 
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desenvolvimento do controle supraespinal da resposta nociceptiva, 
particularmente o controle descendente da região do tronco encefálico (bulbo 
rostral ventromedial). Elevada estimulação elétrica desta região, que em adultos 
gera um padrão de controle inibitório da nocicepção, produziu uma resposta 
comportamental facilitatória em animais antes da quarta semana de vida. Ainda, 
os animais na primeira e terceira semana de vida pós-natal apresentaram maior 
limiar nociceptivo após inibição desta região, refletindo ausência do controle 
excitatório; já nos animais adultos o limiar frente estímulo mecânico foi reduzido, 
sendo este comportamento pronociceptivo associado com a ausência do controle 
inibitório. Estes dados refletem um padrão de maturação supraspinal que 
acontece no primeiro mês de vida dos animais filhotes, partindo de uma atividade 
nociceptiva facilitatória para inibitória. 
Estas modificações funcionais são processos dependentes de atividade 
neural adequada para o desenvolvimento. Recentemente, Koch e colaboradores 
(2012) encontraram que as conexões sinápticas na medula espinhal que 
processam a informação nociceptiva são fortalecidas ou enfraquecidas a 
depender da estimulação sensorial recebida. A inibição da chegada da 
informação sensorial no corno dorsal da medula (região de entrada dos 
prolongamentos axonais dos neurônios aferentes de primeira ordem - fibras do 
tipo C) na segunda semana pós-natal atrasou o período de maturação da 
atividade inibitória, mantendo um estado pronociceptivo. Embora o estudo tenha 
investigado modificações na atividade neural na medula espinhal modulando a 
maturação nociceptiva, é possível especular que esta relação também esteja 
presente nas demais regiões centrais que transmitem, processam e respondem a 
um estímulo nocivo.   
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As constantes mudanças decorrentes dos processos de desenvolvimento e 
amadurecimento das conexões sensoriais nociceptivas no período pós-natal 
podem aumentar a vulnerabilidade às modificações ambientais. De fato, estudos 
evidenciam que animais neonatos submetidos à contextos adversos, como a 
separação materna, apresentam alterações agudas e crônicas na sensibilidade a 
estímulos nocivos e na plasticidade neuronal das áreas centrais envolvidas com a 
nocicepção (Chung et al., 2009; Moloney et al., 2012). Walker e colaboradores 
(2009) demonstraram que ratos neonatos submetidos a um modelo de lesão 
tecidual apresentaram resposta hiperalgésica (menor limiar de dor diante de um 
estímulo nocivo) quando avaliados no teste de sensibilidade mecânica. Esta 
resposta foi dependente da idade na qual a lesão foi realizada, com os animais 
que foram submetidos à incisão plantar na primeira semana de vida apresentando 
maior comportamento associado a dor. Ratos submetidos a um modelo de 
estresse neonatal de limitação da forragem na primeira e segunda semana de 
vida pós-natal apresentam quando adultos elevada sensibilidade nociceptiva e 
maior resposta inflamatória (Green et al., 2011; Alvarez et al., 2013). Nosso grupo 
encontrou que a indução de um estímulo inflamatório em ratos neonatos no 
primeiro dia pós-natal foi capaz de modular a resposta dolorosa a longo prazo, 
bem como modificar o comportamento materno (Roizenblatt et al., 2010). Estas 
alterações comportamentais decorrentes da manipulação neonatal podem estar 
associadas com mudanças na atividade neural necessária para o adequado 
desenvolvimento. Ainda, destaca-se o cuidado materno como importante 
modulador do desenvolvimento. De fato, a sensibilidade nociceptiva frente um 
estímulo nocivo térmico em animais adultos pode ser alterada em função do 
cuidado materno recebido (Walker et al., 2008). Filhotes cujas mães 
Introdução 
 
 
25 
 
apresentavam maior frequência de cuidados materno, como comportamento de 
lamber e limpar os filhotes (licking/grooming), demonstraram maior latência para 
responder a um estímulo nocivo quando comparados aos filhotes de mães com 
menor frequência de cuidados maternos (Walker et al., 2008). As variações 
naturais no cuidado materno também podem determinar o desenvolvimento de 
outras respostas comportamentais que influenciam a nocicepção, como os 
comportamentos de ansiedade e medo (Diorio e Meaney, 2007).  
 
1.4 Sono e Sistema nociceptivo 
 
Sabe-se que a falta de sono, tanto em seres humanos como em animais, 
pode ter efeitos diretos no processo nociceptivo, promovendo quadros de 
hiperalgesia (Moldofsky, 2001; Lautenbacher et al., 2006; Silva et al., 2008; 
Andersen et al., 2009; Araujo et al., 2011). Estudos têm investigado a contribuição 
da qualidade do sono para os processos dolorosos, indicando que alterações na 
arquitetura do sono, como a redução do tempo de sono, podem propiciar o 
desenvolvimento de condições dolorosas (Edwards et al., 2008; Jones et al., 
2009). Pacientes com artrite reumatoide submetidos a uma única noite de 
privação de sono parcial (das 23h às 3h da manhã) relataram maiores índices de 
depressão, ansiedade, menor qualidade de sono e aumento de dores articulares 
(Irwin et al., 2012). Além disso, há evidências de que condições dolorosas 
crônicas estão relacionadas com alterações no padrão de sono (Roizenblatt et al., 
2001; Moldofsky, 2008). De fato, aproximadamente 50% dos pacientes com dor 
crônica relatam algum problema de sono, sendo que esses problemas estão 
intimamente associados com a gravidade da dor (Smith e Haythornthwaite, 2004). 
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A interação entre sono e dor também é encontrada em modelos animais de dor 
crônica. Ratos submetidos a diferentes modelos de dor crônica apresentam 
alterações significativas no padrão de sono, como aumento de despertares e 
redução do tempo de sono. Essas alterações no ciclo vigília-sono são 
acompanhadas por mudanças comportamentais relacionadas à dor (Andersen e 
Tufik, 2003; Schütz et al., 2009; Silva et al., 2011). De maneira similar aos 
estudos realizados em humanos, a redução do sono em roedores está 
relacionada com aumento da sensibilidade dolorosa. Estudo realizado em nosso 
laboratório encontrou que camundongos adultos submetidos à privação de sono 
aguda ou restrição de sono crônica apresentam redução no limiar nociceptivo 
(Araujo et al., 2011). 
Esta complexa relação bidirecional entre sono e dor também é descrita 
durante o período neonatal. Recentemente, Axelin e colaboradores (2010) 
avaliaram o padrão de sono de recém-nascidos na Unidade de Terapia Intensiva 
Neonatal. Os autores demonstraram que após um procedimento doloroso, como 
punção no calcanhar, os bebês apresentaram redução de 21% no tempo de sono 
REM. Este dado acrescenta evidências que mesmo durante um período em que o 
SNC está amadurecendo, há relação entre resposta dolorosa e alterações no 
padrão de sono. No entanto, embora especule-se que o sono seja essencial para 
ativar os processos de estimulação endógena necessários para a maturação do 
sistema nociceptivo (Graven, 2006), não há evidências de como a falta de sono 
em neonatos pode alterar a resposta nociceptiva. O estudo da interação da 
redução do tempo de sono no início da vida com o desenvolvimento de condições 
dolorosas é relevante, uma vez que alterações no padrão de sono no período 
neonatal podem diminuir a atividade cerebral necessária para a maturação 
Introdução 
 
 
27 
 
cerebral. Diante disso, nossa hipótese é que a redução do tempo de sono no 
período neonatal pode interferir negativamente no desenvolvimento do sistema 
nociceptivo, repercutindo em maior sensibilidade dolorosa na vida adulta. 
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 Evidências demonstram que o sono pode ser um importante fator para o 
desenvolvimento e maturação cerebral, sugerindo que mudanças no padrão de 
sono no início da vida gerariam consequências negativas nesse desenvolvimento. 
Os substratos neurais responsáveis pela geração e manutenção dos estágios de 
sono REM e NREM podem promover atividade neuronal ótima para os processos 
de desenvolvimento de sistemas sensoriais que apresentam a característica de 
depender de uma atividade neural adequada para o desenvolvimento, como o 
sistema nociceptivo. Hipotetizamos que modificações no padrão de sono no 
período neonatal possam interferir na maturação do sistema nociceptivo, 
prolongando o período de imaturidade do sistema e propiciando o desenvolvimento 
de respostas pronociceptivas.  
 Estudos que investigam o sono em um período crítico para a maturação 
cerebral fornecem informações valiosas para elucidar o papel do sono ao longo 
da vida. Assim, avaliar o efeito da redução do tempo de sono no desenvolvimento 
do sistema nociceptivo é uma excelente oportunidade para uma melhor 
compreensão da complexa interação entre o sono e a dor. 
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Objetivo Geral 
 
Investigar alterações na resposta nociceptiva em camundongos submetidos 
à redução do tempo de sono durante o período neonatal.  
  
3.1 Etapa I: Investigar alterações na resposta nociceptiva em camundongos 
submetidos à privação de sono durante o período neonatal. 
 
Objetivos específicos: 
 Analisar os níveis plasmáticos de corticosterona após privação de sono 
em camundongos neonatos. 
 Investigar os efeitos a longo prazo da privação de sono neonatal na 
resposta nociceptiva. 
 
3.2 Etapa II: Investigar alterações na resposta nociceptiva em camundongos 
submetidos à restrição de sono durante o período neonatal. 
 
Objetivos específicos: 
 Analisar a resposta nociceptiva após a restrição de sono neonatal. 
 Investigar o efeito da restrição de sono neonatal nos comportamentos 
relacionados a dor em camundongos adolescentes. 
 Analisar a ativação neuronal central da via nociceptiva de camundongos 
adolescentes submetidos à restrição de sono neonatal. 
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4.1 Procedimentos gerais 
 
Animais 
 Todos os animais utilizados nesta tese foram provenientes do Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal 
de São Paulo (UNIFESP), mantidos sob condições de luz (ciclo claro-escuro: 7 às 
19 horas) e temperatura (22±1°C) controladas automaticamente. Água e ração 
foram fornecidos ad libitum. Os experimentos foram conduzidos baseando-se nas 
diretrizes do Comitê para Pesquisa e Questões Éticas da Associação 
Internacional para o Estudo da Dor (Zimmerman, 1983), e com aprovação do 
Comitê de Ética da Universidade Federal de São Paulo (CEP nº 1960/09). 
 Para a Etapa I foram utilizados camundongos machos e fêmeas Suiços 
Albinos com 75 dias, mantidos em gaiolas de polipropileno padrão. Na Etapa II 
utilizaram-se camundongos machos e fêmeas da linhagem inbred BALB/c com 75 
dias, mantidos em gaiolas de polisulfona acondicionadas em estante ventilada.  
 Em todos os experimentos, após 15 dias de adaptação ao laboratório, as 
fêmeas foram colocadas para acasalarem com o macho. Utilizou-se o padrão de 
cruzamento no qual são alojados duas fêmeas e um macho em cada caixa. Os 
animais permaneceram juntos por um período de 10 a 12 dias, e a prenhez foi 
identificada pela presença da distensão abdominal. Após este período, as fêmeas 
foram alojadas individualmente. A gestação foi acompanhada, por meio da 
observação da gaiola-moradia duas vezes ao dia, a fim de determinar o dia do 
nascimento dos filhotes. Após o nascimento dos filhotes, denominado dia pós-
natal zero (P0), as ninhadas não foram manipuladas até o P3, quando foi 
realizada a sua padronização. Foi mantido o máximo de oito filhotes por mãe, 
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sendo quatro machos e quatro fêmeas. As ninhadas que possuíam número de 
filhotes igual ou inferior a oito, não realizamos padronização. Só foram utilizadas 
ninhadas que tinham no mínimo três filhotes, independente do sexo. Durante todo 
o período neonatal as ninhadas foram manipuladas apenas por um pesquisador, e 
as caixas foram limpas uma vez por semana. O desmame foi realizado no P22. A 
partir deste momento a limpeza das caixas seguiu o padrão do biotério (duas 
vezes por semana). 
 
Eutanásia  
 Nos experimentos que envolveram a coleta de plasma para posterior 
análise hormonal, os animais foram eutanasiados individualmente utilizando o 
método da decapitação. Os experimentos comportamentais que não envolveram 
coleta de material biológico, a eutanásia foi realizada seguindo padrão do biotério 
(deslocamento cervical seguido de decapitação). 
 O sangue foi coletado em tubos contendo anticoagulante (EDTA) e 
centrifugado (3500 rpm por 15 minutos) a 4ºC para obter amostras de plasma. As 
concentrações plasmáticas de corticosterona foram medidas por meio do método 
de radioimunoensaio de anticorpo duplo, específico para ratos e camundongos, 
utilizando um kit comercial (MP Biomedicals, EUA). A sensibilidade da medida foi 
de 0,25 ng/ml.  
 Na Etapa II, para coleta do tecido cerebral e análise da atividade neuronal 
por meio do método de imunohistoquímica, os animais foram submetidos à 
perfusão intracardíaca. Os camundongos foram anestesiados com hidrato de 
cloral (0,1ml, ip) 90 minutos após estimulação nociva (teste da placa quente) e 
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perfundidos intracardiacamente com solução salina seguida por 4% de 
paraformaldeído em 0,1 M de tampão fosfato. 
 
Análise estatística 
 A normalidade e homogeneidade dos dados foram testadas por meio dos 
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados que não 
apresentaram estes parâmetros, foram normalizados por meio do teste Zscore. 
Utilizou-se o teste do Modelo Linear Geral (GLM, do inglês general linear model) 
para analisar os efeitos da falta de sono (efeito grupo) e do sexo nos parâmetros 
avaliados. O teste post hoc de Tukey foi utilizado quando necessário. 
Na Etapa I, a frequência do cuidado materno foi utilizada como covariante 
no modelo. O GLM também foi realizado para avaliar o efeito das diferentes 
manipulações das ninhadas nos parâmetros comportamentais e hormonal das 
mães.  
Na Etapa II, além do teste de GLM, foram realizadas análises de correlação 
entre as variáveis resposta nociceptiva, ganho de peso corporal e níveis 
plasmáticos de corticosterona, por meio do teste de Pearson. 
Os resultados estão expressos na forma de média±E.P.M. O nível de 
significância considerado em todos os experimentos foi p<0,05. 
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4.2 Etapa I: Efeito da privação de sono neonatal na resposta nociceptiva 
  
Esta etapa teve por objetivo avaliar os efeitos a longo prazo de uma única 
sessão de privação de sono durante o período neonatal nas respostas 
comportamentais e hormonais relacionadas a dor em camundongos.  
Para os experimentos desta etapa, no P12 as ninhadas foram distribuídas 
aleatoriamente nos seguintes grupos: 
 Controle (CTRL): animais mantidos em gaiola-moradia com a mãe 
durante todo o período neonatal; 
 Privação de sono (PS): filhotes com 12 dias de vida submetidos à 
privação de sono por seis horas; 
 Separação materna (SM): filhotes submetidos à separação materna 
por seis horas no P12. 
  
Privação de sono 
 A privação de sono foi realizada pelo método gentle handling. Este método 
consiste em manter o animal acordado, manipulando-o com o auxílio de um 
pincel, mexendo levemente na caixa ou trocando-o de caixa, logo que ele 
apresentar sinais comportamentais de sono. O sono foi comportamentalmente 
caracterizado pela quiescência da atividade motora, fechamento dos olhos e 
espasmos musculares. Por meio do método gentle handling é possível privar 
cerca de 91% do tempo total de sono dos animais neonatos (Hairston et al., 
2001). Realizou-se uma única sessão de gentle handling por seis horas no P12, 
com início às 08:00 da manhã. A manipulação dos filhotes foi realizada na 
ausência da mãe; portanto, a falta de sono ocorreu associada a separação 
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materna. Os filhotes foram removidos da gaiola-moradia e colocados em outra 
gaiola, mantida sobre uma manta térmica, em sala separada das mães.  
 
Separação materna 
 A separação materna foi realizada por seis horas no 12º dia de vida pós-
natal, com início às 08:00 da manhã. A remoção do filhote da gaiola-moradia e 
manutenção da ninhada foram realizados de forma semelhante ao grupo privado 
de sono, com exceção que ao longo das seis horas estes animais não eram 
manipulados. A inclusão deste grupo ocorreu devido às dificuldades em realizar o 
protocolo de privação de sono na presença da mãe, sendo necessário fazê-lo 
associado a separação materna. Portanto, os resultados obtidos nos animais 
submetidos apenas ao protocolo de separação materna foram utilizados como 
controle dos efeitos isolados da interrupção da interação mãe-filhote.  
 
4.2.1 Análise dos níveis de corticosterona após privação de sono em 
camundongos neonatos 
 
Em humanos (Leprould et al., 1997) e camundongos adultos (Hagewoud et 
al., 2010), a privação de sono, mesmo quando realizada de forma aguda, está 
associada com elevação da resposta fisiológica ao estresse, refletida por 
alterações dos níveis plasmáticos de glicocorticóides. Para investigar possível 
efeito estressor da privação de sono em neonatos, este experimento teve por 
objetivo avaliar os níveis de corticosterona após seis horas de privação de sono 
total. Foram utilizadas 12 ninhadas (4 ninhadas por grupo) e o total de 82 filhotes.  
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Delineamento experimental 
Após procedimentos de cruzamento e acompanhamento do nascimento 
dos filhotes, no P12 as ninhadas foram distribuídas nos grupos CTRL, PS e SM 
(Figura 3A). As manipulações de privação de sono e separação materna iniciaram 
às 08:00 da manhã com duração de seis horas. Para avaliar possível efeito 
estressor das manipulações realizadas, imediatamente após o término da 
manipulação um grupo de animais (um macho e uma fêmea de cada ninhada) foi 
eutanasiado para coleta de plasma e análise dos níveis de corticosterona. Os 
demais filhotes retornaram para a gaiola-moradia com a mãe. Vinte e quatro 
horas após, um segundo grupo de animais (P13) foi eutanasiado e o plasma 
coletado (Figura 3B). 
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Figura 3. Representação esquemática do delineamento experimental. A: 
Protocolo experimental para obtenção das ninhadas realizada em todos os 
experimentos descritos nesta tese. B: Delineamento experimental da Etapa 
I/Experimento 1. P: dia pós-natal; CTRL: controle; PS: privação de sono; SM: 
separação materna; ♀: fêmea; ♂: macho.  
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Resultados – Etapa I/Experimento 1 
 
 Ao analisar o efeito agudo das diferentes manipulações nos níveis 
plasmáticos de corticosterona, encontramos um efeito da manipulação neonatal 
na resposta endócrina (F(2,42)=21,90; p<0,001; eta=0,51; power=1,00). Houve 
um aumento significativo da liberação de corticosterona tanto no grupo PS 
(p<0,001) quanto no grupo SM (p<0,01) quando comparados com o CTRL. Ainda, 
os neonatos submetidos a seis horas de PS apresentaram maior concentração de 
corticosterona comparado com o grupo SM (210,5 vs. 113,0 ng/ml, p<0,01), 
conforme ilustrado na Figura 4A. Um dia após a manipulação neonatal, os níveis 
de corticosterona retornaram a valores semelhantes ao grupo não manipulado em 
ambos os grupos PS e SM (F(2,28)=0,84; p=0,44; eta=0,57; power=0,18) (Figura 
4B).  
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Figura 4. Efeito da manipulação neonatal nos níveis plasmáticos de 
corticosterona. A: Camundongos (P12) eutanasiados imediatamente após a 
manipulação: controle (CTRL, n=8/sexo), privação de sono (PS, n=8/sexo) e 
separação materna (SM, n=8/sexo). B: Camundongos (P13) dos grupos: CTRL 
(n=6/sexo), PS (n=5/sexo) e SM (n=6/sexo) eutanasiados 24 horas após o término 
da manipulação. Os dados estão representados como médiaE.P.M. *vs. CTRL e 
#vs. SM, p<0,01.  
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4.2.2 Experimento 2: Efeitos a longo prazo da privação de sono 
neonatal na resposta nociceptiva 
  
O objetivo deste experimento foi avaliar as alterações a longo prazo da 
privação de sono neonatal na resposta nociceptiva e no comportamento tipo 
ansioso em camundongos. Ainda, investigamos o efeito da manipulação das 
ninhadas no comportamento materno. Neste experimento foram utilizadas 20 
ninhadas e o total de 82 filhotes (36 na adolescência e 46 na vida adulta). 
 
Delineamento experimental 
Semelhante ao experimento anterior, no P12 as manipulações de privação 
de sono e separação materna iniciaram às 08:00 da manhã com duração de seis 
horas. Após a privação de sono e separação materna, os filhotes foram alojados 
na gaiola-moradia com as mães. As ninhadas não foram manipuladas, exceto 
para limpeza das caixas, até o P22 quando se realizou o desmame. Os animais 
foram agrupados por ninhada e sexo até a adolescência (P35) ou vida adulta 
(P90). Para cada momento do desenvolvimento (P35 ou P90), os animais foram 
submetidos aos testes comportamentais para avaliar o comportamento tipo 
ansioso e a resposta nociceptiva, e eutanasiados para coleta sanguínea.  
A análise do comportamento materno realizou-se por meio de avaliações 
observacionais. Durante cinco dias, do P10 ao P14, foram realizados três 
momentos diários de observações do cuidado materno (60 observações/hora): 
duas no período claro (14:00 às 15:00; 17:00 às 18h:00) e uma no período escuro 
(20:00 às 21:00). Determinou-se três momentos para a análise: pré-manipulação: 
soma das frequências do cuidado materno no P10 e P11; manipulação: cuidado 
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materno no dia que os filhotes foram manipulados (P12); pós-manipulação: 
frequência dos comportamentos no P13 e P14. Ainda, no dia do desmame (P22) 
as mães foram submetidas a avaliação do comportamento tipo ansioso, seguido 
da resposta nociceptiva e eutanásia (Figura 5). 
 
comportamento do tipo ansioso
resposta nociceptiva + eutanásia
P10 / P11
comportamento 
materno desmame
P34 / P35 P90 / P91 
P12P0
CTRL
PS 6h
SM 6h
P22
+ comportamento
materno
P13 / P14
comportamento 
materno
mães  comportamento 
+ eutanásia
 
 
Figura 5. Representação esquemática do delineamento experimental da Etapa 
I/Experimento 2. P: dia pós-natal; CTRL: controle; PS: privação de sono; SM: 
separação materna. 
 
Comportamento materno 
  A frequência do cuidado materno foi identificada por meio de avaliações 
comportamentais, as quais foram realizadas sem a necessidade de manipular a 
ninhada. Os seguintes comportamentos foram registrados: amamentação com o 
dorso arqueado (arched-back nursing: mãe está imóvel com postura arqueada, as 
patas rígidas e posicionadas abaixo ou ligeiramente afastadas do corpo, cabeça 
abaixada, todos ou quase todos os filhotes embaixo do corpo da mãe); 
amamentação com o dorso arqueado com metade da ninhada (mais da metade 
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da ninhada fora do ninho); amamentação sem arqueamento do dorso (blanket 
nursing: mãe está menos imóvel com uma postura pouco arqueada, patas com 
pouco ou nenhum apoio dos mebros); amamentação sem arqueamento do dorso 
com metade da ninhada; comportamento de lamber e limpar os filhotes 
(licking/grooming); licking/grooming com metade da ninhada (adaptado de Carola 
et al., 2011). Utilizou-se a soma da frequência dos comportamentos de 
amamentação e licking/grooming para determinar o cuidado materno em cada 
ponto da análise (pré-manipulação, manipulação e pós-manipulação). A 
frequência destes dois comportamentos apresenta uma forte correlação positiva, 
e há uma tendência do comportamento de licking/grooming ocorrer quando a mãe 
está em postura de amamentação arqueada (Liu et al., 1997).  
  
Resposta nociceptiva  
O teste da placa quente foi utilizado para medir a latência da resposta 
nociceptiva frente a um estímulo térmico (Figura 6A). Os animais foram colocados 
individualmente sobre a placa (Ugo Basile, Biological Research Apparatus 
Company, Itália) aquecida a 53±0,1ºC. O tempo de reação foi definido como a 
latência para o animal lamber uma das patas ou saltar da placa, a fim de evitar o 
estímulo térmico. O animal foi retirado da placa quente imediatamente após a 
emissão do comportamento descrito acima. Um período de latência de 60 
segundos foi utilizado como tempo limite para os camundongos que não 
responderam ao estímulo térmico (Sternberg et al., 2005).  
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Comportamento tipo ansioso 
Para avaliar se possíveis alterações na resposta nociceptiva decorrentes 
da manipulação neonatal poderiam estar associadas com mudanças no 
comportamento tipo ansioso, utilizou-se o teste do labirinto em cruz elevado (LCE) 
(Figura 6B). O LCE consiste de dois braços abertos (28 cm de comprimento e 8 
cm de largura) perpendiculares a dois braços fechados (parede de 14 cm de 
altura) do mesmo tamanho, conectados por uma área central (8 x 8 cm). Cada 
animal foi colocado no centro do LCE com o focinho voltado para o braço aberto; 
a sessão foi filmada por cinco minutos e o comportamento avaliado 
posteriormente. Após a exposição de cada animal, o aparato era limpo com uma 
solução de álcool a 10%. Foram analisados os seguintes parâmetros: número de 
entradas nos braços abertos e fechados, porcentagem de tempo nos braços 
abertos e fechados (em relação ao tempo total no labirinto) e locomoção (soma da 
frequência de entrada nos braços abertos e fechados). Ainda, avaliou-se o 
comportamento de risco: soma da frequência dos comportamentos tipo head 
dipping (posicionar o focinho para fora do aparato) e stretching (esticar o corpo 
horizontalmente) (Rodgers et al., 1997). As análises foram realizadas por um 
avaliador cego da condição experimental do animal, utilizando o “Programa para 
avaliação de tempos", desenvolvido pelo Departamento de Fisiologia da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 
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Figura 6. Aparatos utilizados para avaliar a resposta nociceptiva (A: placa quente) 
e o comportamento tipo ansioso (B: labirinto em cruz elevado). 
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Resultados – Etapa I/Experimento 2  
 
Ao analisarmos possíveis diferenças no cuidado materno nos três 
momentos de interesse (pré-manipulação, manipulação e pós-manipulação), 
encontramos que no período pré-manipulação as mães apresentavam 
semelhante frequência no cuidado materno. Porém, no dia da manipulação (P12) 
as mães que tiveram seus filhotes removidos do ninho por seis horas, seja para 
realização do protocolo de PS ou SM, tiveram aumento significativo dos 
comportamentos de amamentação e licking/grooming (F(2,17)=6,46; p=0,008; 
eta=0,43; power=0,84). Conforme ilustrado na Tabela 1, a análise do cuidado 
materno nos dias pós-manipulação das ninhadas (P13 e P14) não revelou 
nenhuma diferença significativa entre os grupos.   
As análises da resposta comportamental frente estímulo nocivo e resposta 
do tipo ansiedade demonstraram não haver diferenças significativas entre as 
mães das ninhadas submetidas às diferentes manipulações (Tabela 2). O limiar 
de retirada das patas no teste da placa quente, bem como os parâmetros 
investigados no LCE e os níveis plasmáticos de corticosterona foram 
estatisticamente semelhantes entre os grupos 
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Tabela 1. Frequência do comportamento materno (amamentação e licking/grooming). 
 
 
CTRL (n=6) PS (n=8) SM (n=6) 
Comportamento 
materno 
 
Pré-manipulação (P10 e P11) 133,6 ± 16,6 135,1 ± 16,6 153,3 ± 14,4 
Manipulação (P12) 50,6 ± 12,3 103,6 ± 10,7* 104,3 ± 12,3* 
Pós-manipulação (P13 e P14) 124,5 ± 18,2 186,5 ± 15,7 144,5 ± 18,2 
CTRL: grupo controle; PS: grupo privação de sono; SM: grupo separação materna; P: dia pós-natal. Média ± E.P.M. 
*vs. CTRL, p<0,05.  
 
 
 
Tabela 2. Resposta comportamental e hormonal das mães no dia do desmame (P22). 
 
 
CTRL (n=6) PS (n=8) SM (n=6) 
Resposta nociceptiva Limiar para retirada da pata (s) 15,1 ± 0,7 15,2 ± 1,4 12,8 ± 0,3 
Comportamento tipo 
ansioso 
Tempo nos braços fechados (%) 75,8±1,9 66,2 ± 6,7 70,9 ± 3,2 
Tempo nos braços abertos (%) 13,0 ±1,1 17,3 ± 4,4 15,2 ± 1,9 
Nº de entrada nos braços 
fechados 
8,5 ± 0,7 9,1 ± 1,2 8,4 ± 0,9 
Nº de entrada nos braços 
abertos 
5,0 ±0,7 7,3 ± 1,4 7,7 ± 1,3 
Locomoção 13,5 ± 1,3 16,5 ± 2,0 16,2 ± 1,5 
Avaliação de risco 17,0 ± 2,2 19,3 ± 2,2 20,0 ± 2,2 
Resposta ao estresse Corticosterona (ng/ml) 233,5 ± 34,1 261,1 ± 36,2 264,6 ± 32,3 
CTRL: grupo controle; PS: grupo privação de sono; SM: grupo separação materna; P: dia pós-natal; s: segundos. 
Média ± E.P.M.  
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Ao avaliarmos os efeitos a longo prazo das manipulações durante o 
período neonatal na respostas comportamentais e hormonal dos filhotes, 
encontramos que uma única sessão de privação de sono foi capaz de alterar a 
resposta nociceptiva frente um estímulo nocivo térmico nos animais adolescentes 
(F(2,30)=4,11; p=0,02; eta=0,21; power=0,68). Os camundongos com 35 dias de 
vida submetidos à PS neonatal apresentaram menor limiar nociceptivo quando 
comparado ao grupo controle (12,6 vs. 15,5 seg). Ainda, foi observado efeito da 
interação grupo e sexo (F(2,30)=5,55; p=0,01; eta=0,27; power=0,81), no qual os 
animais machos manipulados quando neonatos, independente da manipulação, 
apresentaram menor limiar de dor quando comparados com os animais CTRL 
(Figura 7A).  
Os animais PS apresentaram menores níveis de liberação de 
corticosterona após exposição ao teste comportamental nociceptivo quando 
(F(2,30)=4,00; p=0,02; eta=0,21; power=0,67) quando comparados ao grupo 
CTRL (170,6 ng/ml vs. 558,6 ng/ml; p<0,001) (Figura 7B). Nenhuma alteração 
significativa foi encontrada nos parâmetros avaliados no LCE (Tabela 3). 
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Figura 7. Efeito da privação de sono neonatal na resposta nociceptiva (A) e níveis 
plasmáticos de corticosterona (B). Camundongos adolescentes (P35) dos grupos: 
controle (CTRL, n=6/sexo), privação de sono (PS, n=7/sexo) e separação materna 
(SM, n=4-6/sexo). Os dados estão representados como média±E.P.M. *vs. CTRL, 
¥vs. CTRL macho, p<0,05. 
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Tabela 3. Resposta comportamental dos camundongos adolescentes no labirinto em cruz elevado. 
 CTRL PS SM 
 macho fêmea macho fêmea macho fêmea 
Tempo nos braços fechados (%) 89,0±5,8 79,2±6,1 68,8±6,1 84,1±6,6 68,1±6,6 87,0±5,8 
Tempo nos braços abertos (%) 4,3±3,7 10,6±3,9 16,2±5,5 5,5±4,2 9,5±5,1 5,1±3,7 
Nº de entradas nos braços fechados 3,2±1,1 5,8±1,1 2,8±1,1 5,1±1,2 5,0±1,2 4,3±1,1 
Nº de entradas nos braços abertos 1,4±0,7 2,6±0,7 2,3±0,7 2,5±0,8 3,4±0,8 2,4±0,7 
Locomoção 4,6±1,7 8,5±1,8 5,2±1,8 7,7±1,9 8,4±1,9 6,7±1,7 
Avaliação de risco 6,5±1,5 9,6±1,6 8,7±1,6 9,0±1,8 10,0±1,8 8,6±1,5 
CTRL: grupo controle; PS: grupo privação de sono; SM: grupo separação materna. Média ± E.P.M. 
 Métodos e Resultados 
52 
 
Devido ao aumento do cuidado materno no P12 em ambos grupos que 
passaram pela interrupção do contato mãe-ninhada, as diferenças significativas 
encontradas na resposta nociceptiva e nos níveis plasmáticos de corticosterona 
foram reanalisadas. Por meio da análise de covariância6 (variável comportamento 
materno  no dia da manipulação) objetivou-se avaliar o efeito das manipulações e 
do sexo, bem como suas interações, nas variáveis nocicepção e concentração e 
corticosterona controlado pelo comportamento materno.  
Após controle do resultado experimental por uma possível interferência da 
variação do cuidado materno, os animais PS continuaram exibindo redução 
significativa do limiar nociceptivo quando comparado ao grupo CTRL 
(F(2,29)=3,45; p=0,04; eta=0,19; power=0,60). Ainda, a interação grupo e sexo 
também permaneceu no modelo como significativamente diferente, com os 
machos manipulados apresentando maior sensibilidade nociceptiva (F(2,29)=5,42; 
p=0,01; eta=0,27; power=0,80) (Figura 8A).  
A redução significativa dos níveis de corticosterona presente no grupo PS 
não permaneceu no modelo após controlar para o efeito da frequência do cuidado 
materno, conforme ilustrado na Figura 8B. No entanto, a covariante escolhida 
também não apresentou significância estatística. Apesar da ausência de efeitos, 
este resultado indica que as alterações do comportamento materno no dia da 
manipulação dos filhotes poderia explicar a variação dos níveis de corticosterona 
e por isto a inclusão desta covariante na análise anulou o efeito da manipulação 
neonatal. 
                                                 
6 A análise de covariância permite analisar o efeito de uma variável independente 
controlado por um possível efeito confundidor de outra variável, neste caso uma 
covariante – variável independente contínua. Esta análise permite medir com mais 
acurácia a presença do efeito da manipulação experimental (Field, 2005). 
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Figura 8. Efeito da privação de sono neonatal na resposta nociceptiva (A) e níveis 
plasmáticos de corticosterona (B) utilizando o comportamento materno como 
covariante. Camundongos adolescentes (P35) dos grupos: controle (CTRL, 
n=6/sexo), privação de sono (PS, n=7/sexo) e separação materna (SM, n=4-
6/sexo). Os dados estão representados como média±E.P.M. *vs. CTRL, ¥vs. 
CTRL macho, p<0,05. 
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A análise do efeito da privação de sono neonatal nos parâmetros 
comportamentais e hormonais de camundongos adultos não revelou nenhuma 
diferença estatisticamente significantiva. As alterações encontradas na resposta 
nociceptiva e na resposta do eixo HPA apresentadas na adolescência não 
permaneceram até a vida adulta. No entanto, as fêmeas apresentaram maiores 
níveis de corticosterona plasmática quando comparadas com os machos, 
independente da manipulação neonatal (F(1,45)=24,24; p<0,001; eta=0,69; 
power=1,00), conforme demonstrado na Tabela 4. 
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Tabela 4. Resposta comportamental e hormonal dos camundongos adultos (P90). 
  CTRL PS SM 
  macho fêmea macho fêmea macho fêmea 
Resposta nociceptiva Limiar para retirada da pata (s) 12,4 ± 1,2 10,8 ± 1,2 11,9 ± 1,2 11,2 ± 1,3 13,9 ± 1,2 12,4 ± 1,2 
Comportamento 
ansiedade 
Tempo nos braços fechados (%) 75,6±4,2 66,1±4,2 70,7 ± 4,2 71,4±4,5 68,2 ± 4,2 67,2±4,2 
Tempo nos braços abertos (%) 12,8 ±3,0 16,9 ±3,0 14,1 ± 3,0 16,3 ±3,2 16,2 ± 3,0 15,3 ±3,0 
Número de entrada nos braços fechados 11,1 ± 1,4 13,2 ± 1,4 10,0 ± 1,4 11,7 ± 1,5 14,0 ± 1,4 14,2 ± 1,4 
Número de entrada nos braços abertos 6,7 ±1,5 7,5 ±1,5 6,1 ± 1,5 7,2 ±1,6 9,3 ± 1,5 8,6 ±1,5 
Locomoção 17,8 ± 2,7 20,7 ± 2,7 16,1 ± 2,7 18,8 ± 2,8 23,3 ± 2,7 22,8 ± 2,7 
Avaliação de risco 22,0 ± 3,0 26,5 ± 3,0 25,3 ± 3,0 26,5 ± 3,2 26,2 ± 3,0 28,3 ± 3,0 
Resposta ao estresse Corticosterona (ng/ml) 103,1 ± 27,0 298,8 ± 27,0* 97,1 ± 27,0 345,6 ± 31,2* 90,5 ± 27,0 295,4 ± 27,0* 
 CTRL: grupo controle; PS: grupo privação de sono; SM: grupo separação materna. Média±E.P.M. * vs. macho, p<0,01. N=7-8/grupo/sexo  
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4.3 Etapa II: Efeito da restrição de sono neonatal na resposta nociceptiva 
  
Na etapa anterior, observou-se que uma única sessão de privação de sono 
por seis horas foi capaz de aumentar a sensibilidade nociceptiva dos 
camundongos na adolescência. Para investigar o efeito da redução do tempo de 
sono na resposta sensorial foi realizado um protocolo experimental crônico com 
curtos períodos diários de redução do tempo de sono. 
Esta etapa teve por objetivo avaliar os efeitos a curto e longo prazo da 
restrição de sono durante o período neonatal nas respostas comportamentais e 
hormonais relacionadas a dor em camundongos.  
Para os experimentos desta etapa, no P12 as ninhadas foram distribuídas 
aleatoriamente nos seguintes grupos: 
 Controle (CTRL): animais mantidos em gaiola-moradia com a mãe 
durante todo o período neonatal; 
 Restrição de sono (RS): filhotes com 12 dias de vida submetidos à 
restrição de sono ao longo de dez dias, sendo duas horas por dia; 
 Separação materna (SM): filhotes submetidos à separação materna 
no P12 por dez dias, sendo duas horas por dia. 
  
Restrição de sono 
 A restrição de sono foi realizada pelo método gentle handling. Foram 
realizadas dez sessões de gentle handilng, do P12 ao P21, duas horas por dia, 
com início às 08:00 da manhã. A manipulação dos filhotes durante as sessões de 
privação de sono, bem como a remoção e retorno para a gaiola-moradia com a 
mãe foi realizada de forma semelhante a Etapa I.  
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Separação materna 
 A separação materna foi realizada durante dez dias (P12 ao P21), duas 
horas por dia, com início às 08:00 da manhã. A remoção do filhote da gaiola-
moradia e manutenção da ninhada foram realizadas de forma semelhante a etapa 
anterior. 
 
4.3.1 Experimento 1: Análise da resposta nociceptiva após a restrição 
de sono neonatal 
  
 Este experimento teve por objetivo investigar os efeitos da restrição de 
sono neonatal na resposta nociceptiva frente um estímulo nocivo térmico em 
diferentes etapas do desenvolvimento. 
 
Delineamento experimental 
Os procedimentos de cruzamento, acompanhamento da gestação, e 
padronização das ninhadas seguiu o protocolo experimental padrão conforme 
descrito na Etapa I (Figura 3A). No P12 todos os animais foram pesados, 
identificados e as ninhadas foram distribuídas nos grupos CTRL, RS e SM. As 
manipulações de restrição de sono e separação materna iniciaram às 8h da 
manhã com duração de duas horas durante dez dias. Os animais do grupo CTRL 
permaneceram na gaiola-moradia com a mãe. Imediatamente após a última 
sessão das diferentes manipulações (P21) um grupo de animais, um macho e 
uma fêmea de cada ninhada, foi submetido ao teste da placa quente, pesados e 
posteriormente eutanasiado para coleta de plasma. O segundo grupo 
permaneceu com a mãe até o P22, quando se realizou o desmame e os animais 
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foram agrupados por ninhada e sexo até a adolescência (P35) ou vida adulta 
(P90). Para cada momento do desenvolvimento (P35 ou P90), os animais foram 
submetidos ao teste comportamental da placa quente e o peso corporal foi 
monitorado (Figura 9). A avaliação da resposta nociceptiva por meio do teste da 
placa quente foi realizada conforme descrito nos experimentos da Etapa I. De 
maneira semelhante, a coleta sanguínea e obtenção das amostras de plasma 
para mensuração dos níveis de corticosterona seguiu protocolo previamente 
descrito.  
  
 
P0 
placa quente 
+ eutanásia
P12 P21
desmame
P22 
resposta nociceptiva (placa quente)
+ eutanásia  coleta plasma
(1♀ +1♂ / ninhada)
P35 P90
CTRL: controle: filhotes na 
gaiola-moradia com a mãe
RS: restrição de sono: 10 
dias, 2h por dia
SM: separação materna: 
10 dias, 2h por dia
 
 
Figura 9. Delineamento experimental da Etapa II/Experimento 1. P: dia pós-natal; 
CTRL: controle; RS: restrição de sono; SM: separação materna. ♀: fêmea; ♂: 
macho.  
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Resultados – Etapa II/Experimento 1 
 
Ao término do período neonatal (P21), os filhotes que foram submetidos 
aos diferentes protocolos de manipulação apresentaram menor ganho de peso 
corporal (F(2,53)=19,10; p<0,001; eta=0,41; power=1,00). Os grupos RS e SM 
apresentaram diferenças significativas no peso corporal quando comparados com 
o grupo CTRL (Tabela 5). Além disto, os animais restritos de sono por dez dias 
tiveram ganho de peso significativamente menor que os animais submetidos à 
SM. 
 
Tabela 5. Ganho de peso corporal (g) em cada momento do desenvolvimento.  
 
P21 
(P12 – P21) 
P35 
(P22 – P35) 
P90 
(P22 – P90) 
 
macho fêmea  macho fêmea  macho fêmea  
CTRL 1,9±0,14  2,0±0,14 9,2±0,37  7,1±0,37 ¥ 17,4±0,82  13,0±0,82 ¥  
RS 1,0±0,14 * ≠ 1,1±0,14 * ≠  8,6±0,37  6,9±0,40 ¥ 18,7±0,82  13,4±0,82 ¥ 
SM 1,5±0,14 * 1,3±0,14 * 9,7±0,40  6,5±0,38 ¥ 21,2±0,82 *  14,6±0,82 * ¥ 
P: dia pós-natal; g: grama; CTRL: controle; RS: restrição de sono; SM: separação materna. P21: n=9-
10/grupo/sexo; P35: n=10-12/grupo/sexo; P90: n=5/grupo/sexo. Média±E.P.M. *vs. CTRL; ≠vs. SM; ¥vs. 
Machos, p<0,05.  
 
A análise da resposta nociceptiva nos camundongos com 21 dias de vida, 
imediatamente após a última sessão de restrição de sono, revelou não haver 
efeito da manipulação, do sexo ou das suas interações na sensibilidade térmica. 
O limiar de retirada da pata no teste da placa quente não foi estatisticamente 
diferente entre os grupos (Figura 10). Por outro lado, duas horas diárias de 
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manipulação neonatal na segunda e terceira semana de vida alterou os níveis 
plasmáticos de corticosterona em resposta ao teste nociceptivo (F(2,53)= 19,98; 
p<0.001; eta=0,43; power=1,00). A análise a posteriori indicou que os animais 
submetidos à SM apresentaram elevados níveis de corticosterona quando 
comparados com o grupo CTRL (355 vs. 295,5 ng/ml). Ainda, este aumento 
também foi encontrado nos animais do grupo RS quando comparados com o 
grupo CTRL (432,7 vs. 295,5 ng/ml) e SM (432,7 vs. 355 ng/ml).  
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Figura 10. Efeito agudo da restrição de sono neonatal na resposta nociceptiva (A) 
e níveis plasmáticos de corticosterona (B). Camundongos neonatos (P21) dos 
grupos: controle (CTRL, n=9-10/sexo), restrição de sono (RS, n=10/sexo) e 
separação materna (SM, n=10/sexo). Os dados estão representados como 
média±E.P.M. *vs. CTRL, #vs. SM, p<0,05. 
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A análise da correlação de Pearson entre os níveis de corticosterona e o 
limiar de retirada da pata revelou uma correlação negativa fraca (r=-0,26; p<0,05; 
Tabela 6). Por outro lado, uma forte e significante associação negativa foi 
encontrada entre o ganho de peso corporal e as concentrações de corticosterona 
(r=-0,59; p<0,001; Tabela 5). Como ilustrado na Figura 11, o coeficiente de 
determinação (R2) indicou que 35% da redução do ganho de peso nos animais 
submetidos aos grupos RS e SM pode ser explicado pela elevação dos níveis 
plasmáticos de corticosterona.  
Tabela 6. Correlação entre os parâmetros fisiológicos e comportamental 
em camundongos no dia pós-natal 21. 
 
Corticosterona 
 
 r  p  R2 
Ganho de peso corporal  -0,59** 0,001 0,35 
Resposta nociceptiva  -0,26* 0,04 0,06 
**Correlação é significante no nível 0,01 (2-tailed) 
* Correlação é significante no nível 0,05 (2-tailed) 
N=59  
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Figura 11. Diagrama de disperção demonstrando a relação entre as variáveis 
ganho de peso corporal e concentração plasmática de corticosterona. 
Camundongos no dia pós natal 21 (n=59); R2: coeficiente de determinação. 
 
Apesar da redução no ganho de peso corporal apresentada pelos animais 
dos grupos RS e SM durante o período de manipulação (P12 ao P21), após o 
desmame esta diferença foi compensada (Tabela 5). Na adolescência (P35) o 
ganho de peso foi semelhante entre os grupos. Diferentemente, a análise na vida 
adulta revelou que o ganho de peso do desmame até o P90 foi maior nos 
camundongos submetidos à separação materna, comparados com o grupo CTRL 
(17,9 vs. 15,2 g; efeito grupo: F(2,24)=5,34; p<0,05; eta=0,30; power=0,79). Como 
esperado, as fêmeas apresentaram menor ganho de peso do que os machos ao 
longo do desenvolvimento, tanto na adolescência (6,8 vs. 9,1 g; efeito sexo: 
F(1,61)=53,48; p<0,001; eta=0,46; power=1,00) como na via adulta (13,7 vs. 19,1 
g; efeito sexo: F(1,24)=65,16; p<0,001; eta=0,73; power=1,00). 
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Embora a análise dos efeitos agudos da restrição de sono não indicou 
alterações na resposta nociceptiva, foram observados efeitos a longo prazo das 
manipulações durante o período neonatal (F(2,33)=3,97; p=0,02; eta=0,19; 
power=0,67). Os camundongos adolescentes (P35) que foram submetidos à 
restrição de sono quando neonatos apresentaram menor limiar nociceptivo 
comparados ao grupo CTRL (20,6 vs. 15,8 seg., Figura 12A). Ainda, os machos 
apresentaram menor limiar de dor que as fêmeas (16,7 vs. 19,7 seg.), 
independente da manipulação neonatal (F(2,33)=9,74; p=0,004; eta=0,22; 
power=0,85). Estas alterações na sensibilidade dolorosa não perduram até a vida 
adulta (Figura 12B). 
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Figura 12. Efeito da restrição de sono neonatal na resposta nociceptiva em 
camundognos adolescentes (A) e adultos (B). Camundongos adolescentes (P35) 
dos grupos: controle (CTRL, n=9-11/sexo), restrição de sono (RS, n=11-12/sexo) 
e separação materna (SM, n=11-12/sexo). Camundongos adultos (P90): n= 
5/grupo/sexo). Média±E.P.M. *vs. CTRL, p<0,05. 
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4.3.2 Experimento 2: Efeito da restrição de sono neonatal nos 
comportamentos relacionados a dor em camundongos adolescentes 
  
Até o presente momento encontramos que tanto a privação de sono aguda 
quanto a redução crônica do tempo de sono durante um período crítico para o 
amadurecimento do SNC altera a resposta nociceptiva em camundongos 
adolescentes. Esta afirmação baseia-se na resposta do animal submetido ao teste 
da placa quente, o qual avalia a sensibilidade nociceptiva diante de um estímulo 
térmico. Sabe-se que a hipersensibilidade nociceptiva pode ser estímulo 
específico, e que esta alteração sensorial pode ser modulada por componentes 
emocionais. Neste sentido, o Experimento 2 teve por objetivo avaliar a resposta 
nociceptiva e inflamatória e o comportamento tipo ansioso de camundongos 
adolescentes submetidos à restrição de sono neonatal. 
 
Resposta inflamatória – teste da formalina 
O teste da formalina é um modelo de indução nociceptiva validado e 
sensível a diversas drogas analgésicas (Tjølsen et al., 1992). O estímulo nocivo é 
a injeção da solução de formalina na superfície dorsal da pata posterior do animal. 
Dois períodos de resposta nociceptiva, com mecanismos distintos, podem ser 
analisados. A primeira fase é chamada de fase neurogênica ou nociceptiva, na 
qual o estímulo nocivo químico ativa os nociceptores periféricos, e apresenta 
duração máxima de dez minutos; segue uma fase de quiescência (interfase); e a 
partir do 15º minuto pós injeção inicia a fase tardia ou fase inflamatória, na qual o 
comportamento observado é resultante da ação de mediadores inflamatórios 
liberados pelo estímulo, especialmente prostaglandinas e citocinas pró-
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inflamatórias. Ao término do teste, é possível avaliar o comportamento de dor 
mediado tanto pela ativação do nociceptor periférico via estimulação nociva 
externa, assim como no teste da placa quente, mas também pela ativação dos 
nociceptores via modulação inflamatória.  
Para realização do teste formaldeido (37%; Synth®) foi diluído em 0,9% de 
salina para obtenção da solução de formalina 2% (aproximadamente 0,74% 
formaldeído). O camundongo foi cuidadosamente imobilizado, e 10μL de 
formalina foi injetado subcutaneamente na pata posterior esquerda do animal 
utilizando uma seringa de insulina (26G). Após injeção, o animal foi colocado em 
uma câmera observadora e o comportamento registrado por 30 minutos, com 
início imediatamente após injeção da solução de formalina (Figura 13).  
Foram realizadas duas análises do registro comportamental. A primeira 
teve por objetivo avaliar a presença do padrão bifásico da resposta nociceptiva, 
para garantir que os animais responderam adequadamente ao teste. Nesta 
análise, a cada minuto, durante 30 minutos, era observado o comportamento que 
o animal apresentava naquele exato momento. Os comportamentos que 
aconteciam fora do minuto de observação não eram anotados. Foi utilizado uma 
escala de comportamentos de dor: 1) sem dor: peso corporal apoiado na pata 
injetada; 2) favorecimento: pata injetada apoiada na bancada, porém com o peso 
corporal distribuído no lado oposto; 3) elevação: pata injetada elevada, recolhida 
próximo ao corpo; 4) lamber ou morder a pata injetada (Saddi and Abbot, 2000). A 
média dos escores comportamentais a cada três minutos foi comparada entre os 
três grupos experimentais (CTRL, RS e SM), totalizando dez pontos de análise 
(Barr, 1998).  
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Na segunda análise, a resposta nociceptiva nas duas fases distintas foi 
definida pela quantidade de tempo que o animal passou lambendo ou mordendo a 
pata injetada. A fase nociceptiva foi analisada nos cinco primeiros minutos após 
injeção, e a fase inflamatória foi analisada a partir do 15º minuto. Esta análise 
permitiu investigar a porcentagem de tempo que o animal apresentou 
comportamentos associados à dor em cada período investigado.  
 
Figura 13. Câmera para observação
do comportamento de resposta
nociceptiva após injeção de solução
formalina na pata posterior de
camundongos. O comportamento foi
filmado por 30 minutos e
posteriormente analisado.
 
 
Comportamento tipo ansioso 
A análise do comportamento tipo ansioso foi realizada por meio do teste do 
labirinto em cruz elevado, semelhando ao descrito na Etapa I/Experimento 2. Em 
resumo, cada animal foi colocado no centro do LCE com o focinho voltado para o 
braço aberto; a sessão foi filmada por cinco minutos e o comportamento avaliado 
posteriormente. Foram analisados os seguintes parâmetros: número de entradas 
nos braços abertos e fechados, porcentagem de tempo nos braços abertos e 
fechados (em relação ao tempo total no labirinto) e locomoção (soma da 
frequência de entrada nos braços abertos e fechados). Ainda, avaliou-se o 
comportamento de risco: soma da frequência dos comportamentos do tipo head 
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dipping (posicionar o focinho para fora do aparato) e stretching (esticar o corpo 
horizontalmente) (Rodgers et al., 1997). 
 
Delineamento experimental 
Neste experimento, somente o período da adolescência foi utilizado para 
melhor explorar os efeitos da restrição de sono neonatal nos comportamentos 
associados ao sistema nociceptivo. No P12 as ninhadas foram aleatoriamente 
distribuídas nos grupos CTRL, RS e SM. As manipulações de restrição de sono e 
separação materna seguiram o procedimento previamente descrito. Os animais 
do grupo CTRL permaneceram na gaiola-moradia com a mãe. No P22, realizou-
se o desmame e os animais foram agrupados por ninhada e sexo até a 
adolescência (P35), quando os camundongos foram submetidos aos testes 
comportamentais. Um camundongo de cada sexo e de cada ninhada foi 
selecionado aleatoriamente para a análise da resposta inflamatória ou do 
comportamento tipo ansioso. Cada animal foi utilizado somente para um dos 
testes (Figura 14). 
 
P0 
teste da formalina ou LCE
P12 P21
desmame
P22 P35
CTRL: controle: filhotes na 
gaiola-moradia com a mãe
RS: restrição de sono: 10 
dias, 2h por dia
SM: separação materna: 
10 dias, 2h por dia
 
Figura 14. Delineamento experimental da Etapa II/Experimento 2. P: dia pós-
natal; CTRL: controle; RS: restrição de sono; SM: separação materna; LCE: 
labirinto em cruz elevado. 
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Resultados – Etapa II/Experimento 2 
 
 A análise do desenvolvimento da resposta comportamental ao teste da 
formalina demonstrou um efeito do tempo nos parâmetros investigados (F(4,09, 
130,9)=31,35; p=0,001). Como esperado, os animais de todos os grupos 
responderam adequadamente ao teste, apresentando tanto a fase nociceptiva 
quanto a fase inflamatória, intermediadas por um período de redução da resposta 
comportamental nociceptiva (Figura 15). A diferença encontrada do b2 ao b4 
comparada com o b1, define o final da fase nociceptiva (1ª fase) e início da 
interfase. As diferentes médias dos escores presentes do b5 ao b10, quando 
comparados aos b2, b3 e b4, reflete o aumento dos comportamentos relacionados 
a dor após o período de quiescência. Este aumento define a fase inflamatória do 
teste da formalina. 
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Figura 15. Mudanças no comportamento após injeção da formalina na pata 
posterior de camundongos adolescentes (P35). CTRL: grupo controle (n=12); RS: 
restrição de sono (n=11); SM: separação maternal (n=12); b1 – b10: bins (média 
dos três minutos de observação); a: primeira fase (nociceptiva); b: interfase; c: 
segunda fase (inflamatória). *vs. b1; #vs. b2, b3 e b4, p<0,05. 
 
 
 A ausência do efeito da manipulação na análise dos escores 
comportamentais, também foi refletida quando analisamos a porcentagem de 
tempo que os camundongos responderam ao estímulo nocivo tônico em cada 
fase do teste. A injeção intraplantar de 10 μl da solução formalina 2% gerou uma 
resposta nociceptiva semelhante em todos os animais, como indicado pela 
ausência de diferenças significativas na quantidade de tempo lambendo ou 
mordendo a para injetada tanto na fase nociceptiva quanto inflamatória (Figura 
16).   
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Figura 16. Comportamento nociceptivo (tempo lambendo ou mordendo a pata 
injetada) induzido pela injeção de formalina em camundongos adolescentes 
(P35). A: fase nociceptiva (0-5min). B: fase inflamatória (15-30min). CTRL: grupo 
controle; RS: restrição de sono; SM: separação materna. Dados são 
apresentados como média±E.P.M. N=5-6/groupo/sexo. 
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Ao analisarmos possível alteração emocional nos camundongos 
adolescentes submetidos às diferentes condições experimentais, encontramos 
que o comportamento tipo ansioso não foi alterado pela redução de sono 
neonatal. Como apresentado na Tabela 7, a análise de variância revelou um 
efeito significativo do sexo na porcentagem de tempo nos braços fechados 
(F(1,2)=4,83; p<0,05; eta=0,12; power=0,48) e no comportamento de avaliação de 
risco (F(1,2)=5,16; p<0,05; eta=0,13; power=0,59). As fêmeas, independente da 
manipulação, passaram menos tempo nos braços fechados e (144,1 vs. 229,9 
sec) e apresentaram maior frequência dos comportamentos de head dipping e 
stretching. Nenhum efeito da manipulação neonatal ou da interação grupo e sexo 
foram encontrados nos parâmetros comportamentais avaliados no LCE. 
 
 
 
 
Tabela 7. Resposta comportamental dos camundongos adolescentes no labirinto em cruz elevado. 
 CTRL RS SM 
 macho fêmea macho fêmea macho fêmea 
Tempo nos braços fechados (%) 79,8±15,3 52,2±15,3* 76,9±16,5 43,5±16,5* 72,6±16,5 47,7±15,3* 
Tempo nos braços abertos (%) 14,0±13,2 25,0±13,2 15,4±14,3 30,2±14,3 18,0±14,3 27,0±13,2 
Nº de entradas nos braços fechados 1,4±0,3 1,2±0,3 1,0±0,3 0,5±0,3 1,0±0,3 1,1±0,3 
Nº de entradas nos braços abertos 0,7±0,2 0,7±0,2 0,3±0,2 0,5±0,2 0,5±0,2 0,5±0,2 
Locomoção 2,1±0,3 2,0±0,3 1,5±0,3 1,7±0,3 1,3±0,3 1,0±0,3 
Avaliação de risco 8,80±2,4 18,5±2,4* 11,8±2,6 11,0±2,6* 12,5±2,6 17,5±2,4* 
CTRL: grupo controle; RS: grupo privação de sono; SM: grupo separação materna. Média ± E.P.M. *vs. macho, p<0,05. 
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4.3.3 Experimento 3: Análise da ativação neuronal central da via 
nociceptiva de camundongos adolescentes submetidos à restrição de sono 
neonatal. 
 
Os experimentos desenvolvidos nesta tese demonstraram que a redução 
do tempo de sono, seja de forma aguda ou crônica, em um período crítico para a 
maturação do sistema nociceptivo aumenta a sensibilidade diante de um estímulo 
nocivo térmico. Uma das questões que este dado levanta é se o aumento da 
sensibilidade térmica induzida pela redução do tempo de sono poderia estar 
associada com alterações centrais no processamento da informação nociceptiva. 
Durante o período no qual foi realizada a manipulação de restrição de sono 
(P12 ao P21) a circuitaria nociceptiva apresenta característica de maior 
excitabilidade e responsividade, resultando em um aumento da resposta 
comportamental a um estímulo nocivo. Com o amadurecimento desta via, este 
comportamento pronociceptivo modifica-se para um padrão de resposta madura, 
no qual há um aumento do limiar nociceptivo (Fitzgerald, 2005). Especula-se que 
a perda de sono alterou a maturação do sistema nociceptivo prolongando o 
período de maior responsividade neuronal diante de um estímulo nocivo 
(comportamento pronociceptivo) resultando em elevada sensibilidade nos animais 
adolescentes. 
Uma maneira de avaliar alterações na atividade neuronal é a análise da 
quantificação da proteína c-Fos. A expressão de c-Fos no tecido cerebral tem sido 
utilizada como ferramenta para estudar a ativação neuronal em diversos sistemas, 
permitindo relacionar sinais celulares externos com modificações na resposta 
neuronal. Após estimulação, a expressão do gene c-fos é rapidamente induzida 
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nos neurônios (o gene c-fos faz parte na família dos genes de expressão imediata 
ou IEGs, do inglês immediate eraly genes); já a proteína nuclear c-Fos apresenta 
pico máximo de expressão por volta de 90 minutos após estimulação (Herrera e 
Robertson, 1996). Este tempo de expressão máxima permite uma segurança de 
que a manipulação realizada no animal para obtenção do tecido cerebral 
(anestesia para perfusão intracardíaca) não interfere na medida investigada. 
É possível obter uma medida funcional da ativação central das áreas 
nociceptivas centrais por meio da quantificação da expressão de c-Fos em 
resposta a estimulação nociva periférica, a qual pode ser correlacionada com a 
resposta comportamental (Harris, 1998). De fato, uma característica de quadros 
de hipersensibilidade nociceptiva é o aumento da atividade neuronal nas áreas 
relacionadas com o sistema somatosensorial, indicando alterações neuroquímicas 
e funcionais dos sistemas centrais envolvidos com a nocicepção. (Pinto et al., 
2006).  
Neste sentido, o objetivo deste experimento foi verificar se o aumento da 
sensibilidade nociceptiva apresentada pelos animais adolescentes submetidos à 
redução do tempo de sono quando neonatos estaria associada a uma maior 
atividade neural, inferida por meio da expressão da proteína c-Fos nas áreas 
centrais responsáveis pela informação nociceptiva. 
 
Delineamento experimental 
Os animais utilizados neste experimento foram os camundongos 
adolescentes (P35) da Etapa II/Experimento 1 que passaram pelo teste 
comportamental da placa quente. Em resumo, no P12 as ninhadas foram 
distribuídas nos grupos CTRL, RS e SM. As manipulações de restrição de sono e 
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separação materna iniciaram às 08:00 da manhã com duração de duas horas 
durante dez dias. Os animais do grupo CTRL permaneceram na gaiola-moradia 
com a mãe. No P22 foi realizado o desmame e os animais foram agrupados por 
ninhada e sexo até a adolescência (P35) quando realizou-se o teste da placa 
quente. Após o teste os animais foram submetidos à perfusão intracardíaca para 
fixação do tecido cerebral. Os encéfalos foram removidos da calota craniana e 
armazenados para posterior análise da expressão da proteína c-Fos.  
 
Expressão de c-Fos 
 Perfusão e histologia 
Para análise da expressão da proteína c-Fos, 90 minutos após o teste da 
placa quente, os animais foram anestesiados com uma injeção de hidrato de 
cloral 10% (0,1ml; i.p) e, a seguir, perfundidos intracardiacamente com 20 ml de 
salina a 0,9%, seguidos de 100 ml de paraformaldeído a 4% em tampão fosfato 
de sódio 0,1 M (pH 7,4), por meio de uma bomba peristáltica (Cole Parmer®). Os 
encéfalos foram mantidos na caixa craniana e permaneceram por 24 horas em 
solução de paraformaldeído a 4% em tampão fosfato de sódio 0,1 M (pH 7,4) a 
4ºC sendo, então, removidos da caixa craniana e transferidos para uma solução 
de sacarose a 30% em tampão fosfato de potássio (KPBS) a 0,02 M, na qual 
ficaram por 48 horas (solução foi renovada a cada 24h). Após esse período, os 
cérebros foram congelados com gelo seco e armazenados em freezer -80°C até 
posterior processamento. 
 No momento do processamento, os cérebros foram seccionados 
coronalmente, a 30 µm de espessura em um Cristato (Leica®) a -20°C. Os cortes 
foram colhidos, armazenados serialmente em quarto compartimentos (séries A-
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D). Destas séries, três (A, C e D) foram mantidas em solução anticongelante no 
congelador a -20°C para processamento imunohistoquímico, e uma (série B) 
mantida em lâminas para coloração com Cresil Violeta e análise da histologia do 
tecido. 
 
 Imunohistoquímica 
Os cortes foram inicialmente lavados em uma solução de Tris 0,1M (Tris-
buffered saline - TBS) três vezes por dez minutos cada. Em seguida, foram 
incubados sob agitação constante a 4ºC durante 48 horas em uma solução de 
Tris 0,1M, triton X-100 a 0,3%, soro normal de cabra a 2% e o anticorpo primários 
anti-c-Fos (Calbiochem; titulação 1:20.000). Após incubação, os cortes foram 
lavados em Tris 0,1M três vezes, por dez minutos cada, e depois incubados por 
120 minutos, temperatura ambiente, em uma solução contendo tampão Tris 0,1M, 
triton X-100 a 0,3%, e o anticorpo secundário biotinilado anti-coelho obtido em 
cabra (Vector Laboratories), numa diluição de 1:400. Após mais três lavagens de 
dez minutos em Tris 0,1M, os cortes foram incubados em uma solução contendo 
tampão Tris 0,1M e o composto avidina-biotina (Kit ABC, Elite, Vector Vector 
Laboratories) por 90 minutos à temperatura ambiente. Após lavagens em Tris 
0,1M, o complexo peroxidase foi visualizado com o cromógeno 3,3-tetracloreto de 
diaminobenzidina com utilização de níquel (Kit DAB, Vector Laboratories) e o 
produto da reação da peroxidase, visualizado utilizando-se o procedimento da 
glucose oxidase. Após término da reação, os cortes foram dispostos em lâminas, 
desidratados e a lâmina fechada com uma lamínula. 
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 Quantificação da expressão de c-Fos 
Os cortes seriais continham estruturas do córtex somatosensorial primário 
(S1) (1,18 até -1,06 mm, com relação ao bregma) e do córtex cingulado anterior 
(Cg) (1,18 até -0,46 mm, com relação ao bregma). O S1 foi subdividido em S1, 
S1FL, S1HL, e o Cg foi subdivido em Cg1 e Cg2.  No S1 estas divisões foram 
baseadas de acordo com a organização somatotópica da chegada da informação 
sensorial proveniente das patas anteriores (S1FL, do inglês somatosensory 
forelimb) ou posteriores (S1HL, somatosensory hindlimb), e no Cg a divisão 
baseou-se na citoarquitetura, possibilitando dividí-lo em área 1 (Cg1) e área 2 
(Cg2) (Franklin e Paxinos, 1997).  
Quatro a oito cortes independentes por animal continham a região 
selecionada, totalizando ao menos quarto cortes/estrutura/animal. A quantificação 
de células imunorreativas foi realizada em um aumento de 10X. Os cortes foram 
digitalizados e analisados de forma semi-automática pelo programa ImageJ, com 
o complemento MacBiophotonics (grátis http://rsb.info.nih.gov/ij/). A área total de 
cada região foi delimitada e mensurada, a imagem foi binarizada e as células 
imunopositivas identificadas por um observador cego da condição experimental 
do animal (Figura 17). Os dados foram expressos em densidade neuronal 
imunopositiva (nº cels/mm²). 
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Figura 17. Representação das etapas para análise da expressão da proteína c-
Fos. A: exemplo das secções coronais dos cortes coletados para realização dos 
ensaios imunohistoquímicos, contendo as estruturas do córtex cingulado anterior 
e somatosensorial primário. B:  foto micrografia binarizada antes de iniciar a 
contagem do número de células. C: Neurônios positivos para a expressão da 
proteína c-fos na região do córtex cingulado anterior. Cg1: córtex cingulado 
anterior área 1; Cg2: córtex cingulado anterior área 2; S1: córtex somatosensorial 
primário; S1FL: córtex somatosenroial primário forelimb; S1HL: córtex 
somatosensorial primário hindlimb. 
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Resultados – Etapa II/Experimento 3 
 
Os encéfalos de alguns animais utilizados na Etapa II/Experimento 1 foram 
utilizados para processamento imunohistoquímico. Para confirmar o efeito da 
restrição de sono na sensibilidade nociceptiva comportamental, o teste do GLM foi 
realizado utilizando apenas o comportamento dos animais que tiveram o tecido 
cerebral analisado. A análise revelou um efeito da manipulação (F(2,23)=4,72; 
p=0,01; eta=0,29; power=0,73). Como ilustrado na Figura 18A, os animais do 
grupo RS apresentaram menor limiar para retirada da pata quando comparados 
ao grupo CTRL (14,2 vs. 23,9 s, p<0,05). 
A localização imunohistoquímica do marcador de atividade neuronal c-Fos 
no Cg e S1 foi determinada 90 minutos após estimulação nociva periférica (teste 
da placa quente). A análise da densidade neuronal das células imunorreativas 
não demonstrou nenhuma diferença estatisticamente significativa nas áreas 
investigadas. A redução do tempo de sono no período neonatal alterou o 
comportamento nociceptivo dos camundongos adolescentes, porém o aumento 
da sensibilidade não foi seguido por alterações na expressão de c-Fos nas áreas 
centrais envolvidas com o processamento da informação nociceptiva (Figura 18 
B-D e Figura 19). 
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Figura 18. Resposta nociceptiva e expressão da proteína c-Fos após estímulo 
nocivo térmico em camundongos adolescentes (dia pós-natal 35). A: limiar para 
retirada das patas (em segundos) no teste da placa quente. B – D: densidade 
neuronal de células imunopositivas para a proteína c-Fos nas áreas do córtex 
somatosensorial primário (B: S1, C: S1FL, D: S1HL). CTRL: grupo controle; RS: 
restrição de sono; SM: separação materna. Média±E.P.M. *vs. CTRL, p<0,05. 
N=7-10/grupo. 
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Figura 19. Expressão da proteína c-Fos após estímulo nocivo térmico em 
camundongos adolescentes (dia pós-natal 35). Densidade neuronal de células 
imunopositivas para a proteína c-Fos no córtex cingulado anterior na área 1 (A: 
Cg1) e área 2 (B: Cg2). CTRL: grupo controle; RS: restrição de sono; SM: 
separação materna. Média±E.P.M. N=7-10/grupo. 
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“Sleep, pretty darling, do not cry 
And I will sing a lullaby 
… 
Boy, you're gonna carry that weight 
Carry that weight a long time” 
Paul McCartney, 1969 
 
 A correlação entre tempo total de sono e nível de maturação cerebral foi o 
primeiro indício que incentivou a proposta de uma associação funcional, e 
impulsionou os estudos com privação de sono em animais neonatos. A análise 
das consequências crônicas da redução do tempo de sono em neonatos foi 
previamente investigada utilizando técnicas farmacológicas, enfatizando 
especificamente a supressão de sono REM (Mirmiran et al., 1981; Vogel et al., 
1990). Apesar destes estudos terem incentivado as pesquisas por indicarem 
possível função do sono nos processos maturacionais, a manipulação 
farmacológica do sistema monoaminérgico era uma limitação na interpretação dos 
resultados. A partir do uso das técnicas instrumentais foi possível uma melhor 
compreensão da ontogenia dos mecanismos regulatórios do sono, bem como 
elucidar algumas consequências da falta de sono. Porém, o impacto a longo 
prazo da falta de sono neonatal não havia sido investigado. O presente estudo é o 
primeiro a utilizar um método instrumental (gentle handling) para previnir o sono 
por um período prolongado e avaliar as alterações comportamentais na vida 
adulta. Nós utilizamos dois protocolos de privação de sono em um período crítico 
para o desenvolvimento do sistema nociceptivo, e investigamos os efeitos a longo 
prazo nos comportamentos relacionados a dor em diferentes pontos do 
desenvolvimento. O principal achado do nosso estudo foi o aumento na 
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sensibilidade nociceptiva apresentado pelos camundongos adolescentes 
submetidos à redução do tempo de sono quando neonatos. Este resultado sugere 
que o sono pode estar envolvido com os processos maturacionais do sistema 
nociceptivo e que alterações no padrão de sono em uma fase crítica do 
desenvolvimento pode gerar modificações comportamentais a longo prazo. 
 
Privação de sono neonatal e nocicepção 
 A primeira etapa do nosso estudo teve por objetivo investigar as alterações 
a longo prazo de uma sessão aguda de privação de sono total na resposta 
nociceptiva em diferentes pontos do desenvolvimento. Investigamos também se a 
manipulação da ninhada poderia interferir no cuidado materno e se esta variável 
estaria associada com possíveis alterações no comportamento dos filhotes. Os 
nossos achados demonstraram que uma única sessão de privação de sono por 
seis horas na segunda semana de vida foi um evento estressor capaz de alterar o 
comportamento nociceptivo em animais adolescentes, independente das 
mudanças no cuidado materno. Porém, esta modificação não perdura até a vida 
adulta.  
 O impacto das experiências no início da vida tem sido relatado em diversos 
estudos conduzidos principalmente em roedores. A maioria dos modelos 
encontrados na literatura mimetizam ambientes estressantes, geralmente 
envolvendo situações imprevisíveis ou incontroláveis, que desafiam a habilidade 
de adaptação do organismo. Nestas situações, o organismo apresenta uma 
resposta de ativação do eixo HPA liberando substâncias associadas com estado 
de alerta e reação ao ambiente. Alterações na atividade do eixo HPA é a principal 
hipótese de como um evento estressante realizado no início da vida pode modular 
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o desenvolvimento cerebral, uma vez que a manutenção de baixos níveis de 
cortisol/corticosterona durante o início da vida parece ser essencial para o 
adequado desenvolvimento.  
 Em ratos e camundongos as duas primeiras semanas de vida apresentam 
uma característica fisiológica adaptativa, no qual há uma baixa atividade do 
sistema adrenocortical e déficit no feedback negativo após exposição a um evento 
estressante (Rosenfeld et al., 1992). Os mecanismos envolvidos nas alterações 
da responsividade do eixo HPA não são totalmente conhecidos; porém, há 
indícios de uma associação com a responsividade da adrenal mais do que com 
mecanismos centrais de respostas ao estresse (Dent et al., 2000). Em 
camundongos, o final do período de hiporresponsividade ao estresse acontece 
por volta do dia pós-natal 12. Schimidt e colaboradores (2003) demonstraram que 
filhotes no P12 submetidos a um estressor moderado (30 minutos de exposição a 
um ambiente novo) apresentaram elevação dos níveis plasmático de 
corticosterona e ACTH, e em condição basal os níveis da expressão de CRH no 
hipotálamo e receptores de glicocorticóides no hipocampo diferiram dos animais 
entre o P1 e P9. Estas respostas no P12 apresentam um padrão mais semelhante 
ao eixo HPA maduro. Como esperado, em nosso estudo o paradigma da falta de 
sono foi capaz de elevar os níveis de corticosterona dos animais neonatos. Logo 
após a manipulação, os filhotes com 12 dias de vida submetidos ao protocolo de 
privação de sono por seis horas apresentaram elevação de cerca de sete vezes 
na concentração de corticosterona comparado com o grupo que permaneceu na 
gaiola moradia e não foi manipulado.  
 Em adultos, a redução do tempo de sono, principalmente a perda de sono 
aguda por um período prolongado, é reconhecido como um evento estressor. Este 
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efeito neuroendócrino já havia sido reportado em animais neonatos submetidos a 
mesma técnica instrumental para suprimir o sono, porém utilizando diferentes 
períodos de privação de sono. Ao submeterem ratos com 12 dias de vida a 70 
minutos de privação de sono, Hairston e colaboradores (2001) encontraram 
aumento significativo dos níveis de corticosterona nestes animais quando 
comparados aos grupos controle e separação materna. Este aumento também foi 
encontrado nos neonatos com 16, 20 e 24 dias de vida submetidos a 90, 140 e 
180 minutos de privação de sono, respectivamente. Ainda, a magnitude do 
aumento nos níveis de corticosterona diminuiu com a idade, possivelmente 
refletindo menor resposta ao estresse durante a privação de sono devido a maior 
capacidade de sustentar a vigília prolongada. Ratos neonatos (P16) submetidos a 
três dias de privação de sono, quatro horas por dia, apresentaram elevados níveis 
de corticosterona mesmo após três dias de rebote de sono (Lopez et al., 2008). 
De maneira contrária, nossos dados evidenciaram que nos filhotes com 12 dias 
de vida submetidos a seis horas de privação de sono, 24 horas de rebote foi 
suficiente para restabelecer os níveis de corticosterona semelhante ao grupo não 
manipulado. 
 Embora nenhum outro estudo tenha avaliado como a falta de sono 
neonatal interfere na resposta dolorosa, outros modelos de alteração do ambiente 
neonatal são empregados para estudar possíveis influências no desenvolvimento 
do sistema nociceptivo. A maioria utiliza episódios repetidos de manipulação 
neonatal, modelo que será melhor abordado no próximo tópico desta seção. A 
investigação de eventos adversos agudos/pontuais e as consequências a longo 
prazo nos comportamentos relacionados a dor têm sido explorada principalmente 
utilizando estímulos nocivos. Estes estudos baseiam-se no estímulo nocivo 
Discussão 
88 
 
nociceptivo, geralmente modelos de lesão tecidual, como a experiência sensorial 
que poderia modular o desenvolvimento (Walker et al., 2009; Negrigo et al., 2011; 
Beggs et al., 2012). Uma única injeção intraplantar de um agente inflamatório 
(adjuvante completo de Freund)  no P1 ou P14 induz aumento da sensibilidade 
térmica em camundongos adultos submetidos ao teste da placa quente (Blom et 
al., 2006; Benatti et al., 2009). Burke e colaboradores (2013) investigaram de 
forma pioneira como uma única sessão de interrupção da interação mãe-filhote, 
paradigma conhecido como privação materna, poderia interferir na resposta 
nociceptiva na vida adulta. A privação materna por 24h realizada em ratos no P9 
não apresentou efeito significativo nos animais adultos submetidos aos testes de 
sensibilidade nociceptiva térmica e mecânica. Embora os modelos de 
manipulação neonatal sejam diferentes, os resultados são similares ao presente 
estudo. A privação de sono aguda no P12 não gerou alterações na sensibilidade 
de camundongos adultos.  
 Apesar de não termos encontrado diferenças significativas em nenhum 
parâmetro investigado na vida adulta, a adolescência foi o período em que 
encontramos as principais alterações decorrentes da falta de sono neonatal. Os 
neonatos (P12) submetidos a uma única sessão de privação de sono 
apresentaram quando adolescentes (P35) redução em 17% no limiar para retirada 
das patas frente um estímulo nocivo térmico comparados com o grupo controle. 
Ainda, após exposição ao estímulo nocivo, estes animais apresentaram menor 
concentração dos níveis plasmáticos de corticosterona, podendo refletir 
alterações na reatividade do eixo HPA. Devido a alta plasticidade cerebral ainda 
presente na adolescência, a alteração na via nociceptiva induzida pela redução de 
sono neonatal pode ter sido revertida para permitir um adequado comportamento 
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na vida adulta. É possível também especular que a privação de sono induziu 
alterações específicas a cada momento do desenvolvimento e, portanto, apenas 
na adolescência o comportamento pronociceptivo esteve presente. A mudança no 
padrão de resposta comportamental nos diferentes pontos do desenvolvimento 
após manipulação neonatal é encontrada na literatura. No modelo de indução 
inflamatória descrito anteriormente, a injeção realizada na primeira ou segunda 
semana de vida altera a resposta nociceptiva na vida adulta em camundongos 
(Blom et al., 2006; Benatti et al., 2009) e em ratos (Roizenblatt et al., 2010) 
gerando comportamento hiperalgésico. De maneira contrária, ao avaliar a 
resposta de ratos adolescentes submetidos ao mesmo modelo, Lima e 
colaboradores (2014) encontraram um comportamento hipoalgésico. A injeção 
intraplantar de adjuvante completo de Freund no P1, P8 ou P21 induziu maior 
latência para responder ao teste da placa quente na adolescência (P40).    
 A importância do ambiente neonatal na modulação do fenótipo (perfil 
neuroendócrino, comportamental, emocional, metabólico e cognitivo) é descrita 
em diversos estudos (Cirulli, 2001; Sullivan et al., 2006; Champagne et al., 2009). 
Pesquisas em animais não-humanos têm sido desenvolvidas para compreender 
como modificações neste ambiente podem alterar o funcionamento cerebral. 
Dentre os fatores que interferem no desenvolvimento do filhote, o cuidado 
materno parece exercer importante influência na modulação do amadurecimento 
de diversos sistemas centrais, como o neuroendócrino e o nociceptivo. Walker e 
colaboradores (2008) demonstraram que o cuidado materno exacerbado após 
manipulação estressante na primeira semana de vida do animal (injeção de 
formalina) atenua a hipersensibilidade térmica na vida adulta. Em nosso estudo, a 
interrupção da interação mãe-filhote promoveu maior cuidado materno ao retornar 
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os animais para a gaiola-moradia. Ao controlar os efeitos do cuidado materno no 
limiar de dor dos animais adolescentes a hipersensibilidade térmica ainda foi 
diferente entre os animais do grupo PS comparados com o grupo CTRL. Parece, 
portanto, que este aumento no comportamento materno não modulou os efeitos 
da falta de sono na resposta nociceptiva. No entanto, esta mesma análise anulou 
o efeito da manipulação neonatal na concentração plasmática de corticosterona 
após exposição ao teste da placa quente. É possível que esta diferença 
encontrada, antes do uso da covariante no modelo, seja explicada mais pelas 
alterações no comportamento materno do que pela manipulação em si. Liu e 
colaboradores (1997) demonstraram que a manipulação dos filhotes nos dez 
primeiros dias de vida eleva os comportamentos de licking/grooming e arched-
back nursing das mães. Quando adultos, os animais das ninhadas com maior 
cuidado materno apresentaram reduzidos níveis plasmáticos de ACTH e 
corticosterona após exposição a um estresse de imobilização. Entretanto, o 
comportamento materno como principal determinante da suscetibilidade ao 
estresse e modificações comportamentais na vida adulta não é consenso na 
literatura. Ratos neonatos submetidos a diferentes protocolos de interrupção do 
contato mãe-filhote, os quais ambos elevam o cuidado materno no retorno dos 
animais para a ninhada, apresentam na vida adulta diferentes respostas de 
ativação do eixo HPA e de comportamento de medo (Macri et al., 2004). Isto 
indica que o cuidado materno interfere no desenvolvimento; porém, pode não ser 
o principal modulador das alterações decorrentes da manipulação neonatal. Neste 
contexto, é possível compreender porque as duas manipulações realizadas em 
nosso estudo interferiram no comportamento materno, mas apenas a privação de 
sono alterou os parâmetros investigados.   
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Restrição de sono neonatal e resposta nociceptiva 
 A elevada quantidade de sono que alguns animais apresentam no início da 
vida pode ser associada tanto com a necessidade deste estado de ativação 
quanto a uma incapacidade de manter longos períodos de vigília. Em ambas 
situações manter o animal acordado por tempo prolongado torna-se difícil e exige 
aplicação de estímulos cada vez mais constante. Todd e colaboradores (2010) 
quantificaram o número de estímulos aplicados para manter ratos no P2 e P8 
privados de sono por 30 minutos encontrando maior necessidade de manipular o 
animal no decorrer do tempo. Nos cinco primeiros minutos os filhotes no P2 
receberam cerca de 30 estímulos, aumento esta média para 80 nos cinco últimos 
minutos do protocolo. Hairston e colaboradores (2001) relataram que o aumento 
gradual do tempo em vigília espontânea entre o P12 e P24 poderia estar 
relacionada com maior facilidade de manter-se acordado e portanto menor 
resposta ao estresse diante da privação de sono. Embora os autores não 
mencionem os estímulos aplicados durante o protocolo de privação de sono, é 
possível associar esta afirmação com redução da manipulação nos diferentes dias 
do desenvolvimento. Em nosso estudo também não quantificamos o número de 
estímulos aplicados nos protocolos utilizados, porém a privação de sono exigia 
maior manipulação da ninhada devido ao aumento da pressão para o sono no 
decorrer das seis horas. Para investigar se a alteração na resposta nociceptiva 
encontrada na Etapa I também estaria presente quando a vigília prolongada fosse 
mantida por período menores e de forma recorrente, exigindo o mínimo de 
manipulação para manter o animal acordado, o protocolo de restrição de sono foi 
realizado.  
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 Na segunda fase do estudo nós realizamos a redução de duas horas 
diárias de sono durante dez dias (P12 ao P21) em um período crítico para o 
desenvolvimento do sistema nociceptivo e investigamos os comportamentos 
relacionados a dor em diferentes pontos do desenvolvimento. Ainda, avaliamos se 
alterações na nocicepção estariam relacionadas com mudanças na atividade 
neural das vias nociceptivas. Os resultados demonstraram que os camundongos 
submetidos à redução do tempo de sono do P12 ao P21 apresentaram aumento 
da sensibilidade térmica quando adolescentes (redução de 23,5% do limiar de 
dor), mesmo após duas semanas de oportunidade de sono. Esta alteração 
nociceptiva foi estímulo específico, estando presente apenas quando os animais 
foram submetidos ao teste da placa quente. Ainda, o comportamento 
pronociceptivo induzido pela perda de sono crônica não foi acompanhado por 
alterações na expressão da proteína c-Fos, uma marcador de atividade neural, 
em áreas centrais associadas com a via nociceptiva. 
 Diversos estudos têm verificado como a exposição a eventos adversos 
recorrentes no início da vida induz alterações a longo prazo no desenvolvimento 
do sistema nociceptivo (Uhelski e Fuchs, 2010; Green et al., 2011; Alvarez et al., 
2013). Green e colaboradores (2011) encontraram que ratos submetidos ao 
modelo de estresse neonatal de limitação da forragem da gaiola-moradia do P2 
ao P9, apresentaram na vida adulta redução do limiar nociceptivo mecânico. Este 
comportamento foi associado com mudanças na plasticidade funcional do 
nociceptor e da fibra aferente primária, como aumento da atividade e velocidade 
de condução, avaliados por meio de registro eletrofisiológico. Este mesmo grupo 
constatou recentemente que esta experiência neonatal implica em hiperalgesia 
muscular e elevação de citocinas pó-inflamatórias na vida adulta (Alvarez et al., 
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2013). Destaca-se que neste modelo não há interrupção da interação mãe-filhote 
e nem manipulação da ninhada. Utilizando o paradigma clássico de estresse 
neonatal, Chung e colaboradores (2007) observaram que a separação materna 
realizada por três horas do P2 ao P14 reduziu o limiar de pressão para gerar 
reflexo de contração abdominal no teste de distenção coloretal em ratos adultos. 
Este comportamento de hiperalgesia visceral foi acompanhado pelo aumento da 
expressão de c-Fos no córtex cingulado, amígdala e tálamo após exposição ao 
teste. Moloney e colaboradores (2012) utilizaram um modelo de estresse neonatal 
que combina a separação materna dos filhotes (três horas diárias do P1 ao P14) 
com estresse aplicado nas mães durante a separação. Neste modelo a separação 
materna acontece em períodos do dia variados para mimetizar um estresse 
imprevisível, e as mães são submetidas ao estresse do nado forçado ou de 
imobilização. Na vida adulta, as ninhadas que passaram por este evento adverso 
apresentaram elevada sensibilidade visceral no teste de distensão coloretal.  
 Apesar dos achados relatando as consequências a longo prazo dos 
eventos adversos na início da vida, em nosso estudo a sensibilidade induzida pela 
restrição de sono não persistiu até a vida adulta. Uma possível explicação para as 
divergências nos resultados encontrados na literatura é o protocolo de 
manipulação neonatal (tipo, período e duração), a espécie e linhagem 
empregada, bem como os testes comportamentais avaliados na vida adulta 
(Millstein e Holmes, 2007; Savignac et al., 2011). Matsumoto e colaboradores 
(2006), e recentemente Yoshihara e Yawala (2013) demonstraram não haver 
diferenças significativas em alguns parâmetros fisiológicos em animais adultos 
submetidos a eventos adversos após o P14. Ratos submetidos a diferentes 
paradigmas de separação materna apresentam alterações no ganho de peso e 
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déficit no feedback negativo do eixo HPA apenas quando a interrupção da 
interação mãe-ninhada acontece no início do período pós-natal (P1 ao P6 vs. P16 
ao P21), seja por 3 ou 12 horas (Matsumoto et al., 2006). Resultados 
semelhantes foram encontrados no modelo do estresse de imobilização por 30 
minutos, no qual apenas os filhotes submetidos ao protocolo do P7 ao P13 
apresentaram quando adultos redução do ganho de peso e maior elevação e 
manutenção dos níveis de corticosterona após exposição a um estresse 
(Yoshihara e Yawala, 2013). Os períodos de comparações utilizados nos estudos 
abrangem fases do desenvolvimento que englobam ou não o período de 
hiporesponsividade ao estresse. Este período tem sido o foco da maioria dos 
estudos para explorar a ação dos glicocorticóides no cérebro imaturo. Porém, 
estudos que investigaram modificações na experiência sensorial neonatal, como 
no modelo de injeção de um agente nocivo, encontraram resultados 
comportamentais similares, seja na vida adulta ou na adolescência, independente 
se a injeção foi realizada na primeira, segunda ou terceira semana de vida. 
Destaca-se que a escolha de realizar os protocolos de redução do tempo de sono, 
seja a privação aguda ou a restrição de sono crônica, a partir da segunda semana 
de vida pós-natal teve por base os estudos de neuroanatomia comparativa e de 
registro de sono em neonatos. No P12 o padrão de sono dos animais já apresenta 
características no EEG que permitem a diferenciação dos estágios do sono (Frank 
e Heller, 1997). Isto reflete um estágio de maturação dos grupos neurais 
envolvidos com a geração e manutenção das fases de ativação mais semelhante 
ao animal adulto, permitindo inferir como a privação de sono poderia interferir no 
desenvolvimento cerebral. Ainda, após a primeira semana de vida o encéfalo do 
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rato e camundongo apresenta nível de desenvolvimento mais similar a um recém-
nascido humano a termo (Romijin et al., 1991). 
Poucas pesquisas investigam o impacto da manipulação neonatal no 
comportamento durante a adolescência, uma fase de elevada neuroplasticidade e 
caracterizada por mudanças no crescimento e conectividade cerebral, tornando-a 
sensível às experiências no início da vida. No presente estudo, a restrição de 
sono induziu redução do limiar nociceptivo apenas em camundongos 
adolescentes. Entretanto, este efeito foi estímulo específico. Nossos dados 
demonstram que quando submetidos a um estímulo nocivo tônico, modulado por 
uma resposta inflamatória, os camundongos não apresentaram nenhuma 
diferença estatisticamente significante. Ainda, o componente afetivo/emocional do 
processamento de dor, avaliado por meio do comportamento tipo ansioso, não foi 
modificado pela redução do tempo de sono. Uhelski e Fuchs (2010) encontraram 
um padrão similar de mudanças nociceptivas específicas a um estímulo nocivo 
em ratos adultos submetidos à separação materna. Os animais apresentaram 
aumento da resposta comportamental na fase inflamatória do teste da formalina e 
no comportamento tipo ansioso, porém sem diferenças significativas na fase 
nociceptiva e no limiar de retirada das patas no teste da placa quente. É bem 
estabelecido que as respostas a diferentes modalidades de estímulos nocivos são 
controladas de forma distinta. O teste da formalina é modulado por um estímulo 
químico nocivo que provoca uma resposta inflamatória e induz dor, o 
comportamento avaliado no teste da placa quente reflete uma integração 
sensorial supraespinhal em resposta apenas a ativação do nociceptor (Tjølsen et 
al., 1992). Ainda, a exposição ao estímulo nocivo no teste da formalina é 
prolongada, caracterizando um estímulo tônico e desencadeando respostas 
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comportamentais mais associadas com tolerância ao estímulo nocivo do que com 
limiar nociceptivo. 
 A privação ou restrição de sono quando realizada em camundongos 
adultos induz hiperalgesia imediatamente após o término da última sessão de 
interrupção do sono (Araujo et al., 2011). Um achado intrigante do nosso estudo 
foi a ausência de alteracões nociceptivas logo após a ultima sessão de restrição 
de sono e surgimento do comportamento pronociceptivo duas semanas após o 
término da manipulação. Uma possível explicação para este resultado é que a 
adolescência pode ser um período crítico para o surgimento do comportamento 
de hiperalgesia decorrente de manipulações realizadas no período neonatal. 
Vega-Avelaria e colaboradores (2012) verificaram que ratos neonatos submetidos 
a um modelo de lesão do nervo apresentam um atraso no desenvolvimento do 
comportamento hiperalgésico. A lesão foi realizada no P10 e os animais foram 
submetidos aos testes comportamentais 3, 7, 14, 21, 35, 45 e 51 dias após a 
lesão, sendo que a hiperalgesia mecânica foi encontrada somente a partir do P31. 
Este atraso no início da hipersensibilidade mecânica difere de quando este 
mesmo modelo é realizado em ratos adultos, o qual implica em rápido surgimento 
do comportamento hiperlgésico.  
 
Redução do tempo de sono e comportamento tipo ansioso 
Os estudos desenvolvidos no laboratório da pesquisadora Dra. Regina 
Sullivan têm explorado como as experiências adversas durante o período 
neonatal podem modular o desenvolvimento do sistema límbico (Sullivan et al., 
2006; Morriceau e Sullivan, 2006). Este sistema integra os componentes 
fisiológicos, emocionais e cognitivos da resposta do indivíduo a um estímulo 
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sensorial, e abrange estruturas associadas com responsividade do eixo HPA 
(hipotálamo, hipocampo e amígdala). Sabe-se que a experiência dolorosa envolve 
os domínios sensoriais (nocicepcão) e afetivos (emoção e cognição) e que o 
desenvolvimento de alterações no processamento da informação sensorial pode 
estar associado com alterações na resposta emocional (Rhudy e Meagher, 2000; 
Narita et al., 2006; Garland, 2012). Em nosso estudo não encontramos alterações 
significativas no comportamento tipo ansioso nos animais expostos às diferentes 
manipulações de redução do tempo de sono no período neonatal. Esses achados 
indicam que a hipersensibilidade nociceptiva encontrada nos animais 
adolescentes pode não estar associada com alterações no comportamento 
emocional. No entanto, esta afirmação é baseada apenas no teste do LCE, 
fazendo necessário a inclusão de outros testes que avaliam a resposta emocional 
para confirmar estes resultados. De fato, comportamentos associados a um 
estado de ansiedade podem ser evidenciados a depender do teste utilizado. 
Wang e colaboradores (2012) avaliaram a resposta de camundongos adultos em 
três diferentes testes comportamentias: campo aberto, caixa claro-escuro e o 
LCE. Os autores encontraram que os animais submetidos a um modelo de 
estresse neonatal do P2 ao P9 (limitação da forragem) apresentaram 
comportamento tipo ansioso, porém este fenótipo foi expresso de maneira teste 
dependente. Os camundongos exibiram redução da locomoção e maior 
imobilidade no campo aberto, menor tempo no compartimento aversivo iluminado 
no teste da caixa com compartimentos claro-escuro, mas não tiveram nenhuma 
diferença significativa no LCE. Para confirmar que a redução do tempo de sono 
no período neonatal não intefere no comportamento emocional, e que este 
comportamento está associado ou não com a resposta nociceptiva, é necessário 
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a realização de outros testes comportamentais para melhor explorar estas 
relações. 
 
Diferenças sexuais na resposta nociceptiva 
A resposta nociceptiva parece ser influenciada pelo sexo. Por isto os 
principais dados deste estudos foram avaliados utilizando o sexo como uma 
variável com possível efeito nos parâmetros investigados. Contudo, a relação 
entre sexo e nocicepção é complexa. Em animais adultos, alguns estudos 
reportaram que as fêmeas exibem maior resposta nociceptiva frente estímulo 
nocivo (Mogil et al., 2000; Tall e Crisp, 2004; Li et al., 2009), outros relatam não 
haver essas diferenças (Greenspan et al., 2007; Leo et al., 2008). Em uma série 
de testes para avaliar a resposta nociceptiva em camundongos machos e fêmeas 
de quatro linhagens, Leo e colaboradores (2008) não encontraram diferenças 
entre os sexos. Consistente com esses resultados, nosso grupo não encontrou 
diferenças na resposta nociceptiva frente estímulo nocivo térmico em 
camundongos adultos (Araujo et al., 2011). O pesquisador Jeffrey Mogil, que 
costuma enfatizar em seus estudos a importância de incluir ambos os sexos nas 
pesquisas em nocicepção e dor (Mogil e Chanda, 2005; Mogil e Bailey, 2010), 
publicou recentemente um artigo de perspectiva no periódico Nature 
Neuroscience relatando as controvérsias nos estudos que avaliam diferenças 
sexuais (Mogil, 2012). Neste artigo o autor relata a necessidade de melhor 
compreensão das possíveis explicações do 'por que existe a diferença sexual?', e 
'como estas diferenças são instaladas?'. Nesta última questão, as experiências 
nociceptivas prévias, bem como experiências que possam alterar o 
processamento desta informação são encontradas como possíveis causas de 
Discussão 
99 
 
diferenças sexuais. De fato, em estudos que investigam efeitos da manipulação 
neonatal o sexo pode ser uma importante variável de interesse. A privação 
materna realizada por 24 horas no P9 alterou a sensibilidade a um estímulo 
nocivo de maneira sexo dependente. Fêmeas adultas que foram submetidas a 
manipulação neonatal apresentaram redução do limiar mecânico antes e após 
lesão do nervo periférico (Burke et al., 2013). Negrigo e colaboradores (2011) 
encontraram que independente da manipulação neonatal em ratos, as fêmeas 
apresentaram elevada resposta comportamental (número de lambidas nas patas) 
no teste da placa quente. Em nossos dados há um dimorfismo sexual, efeito da 
interação do sexo com a manipulação neonatal, ou diferença sexual, apenas 
efeito do sexo, a depender do protocolo de redução do tempo de sono realizado. 
Camundongos machos adolescentes submetidos à manipulação neonatal no P12 
por seis horas, tanto no protocolo de privação de sono quanto na separação 
materna, apresentaram menor limiar de retirada das patas no teste da placa 
quente. Na segunda etapa deste estudo, realizada em outra linhagem de 
camundongos, a resposta nociceptiva na adolescência exibiu um efeito do sexo, 
no qual os machos apresentaram maior sensibilidade térmica independente da 
experiência neonatal. A falta de consistência em relação ao efeito da experiência 
neonatal no desenvolvimento de diferenças sexuais pode ser atribuída ao tipo de 
manipulação neonatal e aos métodos utilizados para investigar nocicepção, como 
o estímulo nocivo (térmico vs. mecânico, agudo vs. tônico) e a qualidade da 
resposta avaliada (limiar vs. tolerância). No entanto, as evidências presentes 
indicam que o debate não está finalizado, e que há a necessidade de estudos que 
controlem estas variáveis e que elucidem os mecanismos envolvidos com as 
possíveis diferenças sexuais. 
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Redução do tempo de sono e comportamento pronociceptivo 
Em conjunto os resultados desta tese levantam algumas questões: quais 
as alterações fisiológicas decorrentes da falta de sono que modulam o 
comportamento pronociceptivo dos animais? Por que este processo acontece 
apenas na adolescência? Especula-se que a redução do tempo de sono neonatal 
impactou na sensibilidade nociceptiva por meio de mudanças no processamento 
da informação somatosensorial. Durante o período crítico para o desenvolvimento 
a circuitaria nociceptiva está mais excitável do que na vida adulta, resultando em 
elevada sensibilidade a um estímulo nocivo (Fitzgerald, 2005). A redução do 
tempo de sono neonatal pode ter prolongado este período de atividade neural 
pronociceptiva levando a uma maior sensibilidade na adolescência. A vigília 
prolongada eleva a atividade dos núcleos monoaminérgicos presentes no tronco 
encefálico responsáveis pela manutenção deste estado de ativação (Todd et al., 
2010). As projeções destes neurônios para as regiões do prosencéfalo, como 
córtex cerebral, tálamo e hipotálamo, podem ter gerado um desbalanço da 
atividade neural propiciando maior atividade excitatória e respostas 
comportamentais nociceptivas facilitatórias. Esta hipótese baseia-se nos estudos 
do grupo do pesquisador Howard Roffwarg. No córtex visual de ratos neonatos, 
um sistema que apresenta a mesma característica de desenvolvimento 
dependente de atividade, a indução de uma forma de plasticidade sináptica 
dependente de atividade (fenômeno eletrofisiológico conhecido como potenciação 
a longo prazo, LTP do inglês long-term potentiation) é regulada pelo 
desenvolvimento (Shaffery et al., 2002). Após sete dias de privação de sono REM 
por meio dos método das plataformas (P28 ao P35) realizada em um período 
crítico para a mudança desta resposta de um padrão imaturo para maduro, foi 
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possível induzir LTP entre o P35 e P40, sendo que em ratos este fenômeno 
raramente acontece após o P35. A privação de sono REM atrasou os processos 
maturacionais e manteve o córtex visual em um padrão imaturo de atividade 
neuronal. Embora o estudo citado evidencie o papel do sono REM, o nosso 
estudo investigou a redução do tempo total de sono, sem especificar a fase. 
Atualmente as evidências em animais adultos indicam que o funcionamento 
adequado das funções cerebrais pode estar associada com a necessidade do 
padrão cíclico de atividade sincronizada e dessincronizada presente no ciclo 
vigília-sono. Ainda, parece existir uma associação entre a atividade cortical 
presente no sono NREM, como as ondas lentas registradas no EEG, e 
marcadores anatômicos de maturação cerebral avaliados na infância e 
adolescência (Buchmann et al., 2011). Apesar do elevado tempo de sono na fase 
REM no início da vida, é possível que durante a maturação cerebral uma 
quantidade adequada dos dois estágios seja importante para o desenvolvimento.  
O comportamento pronociceptivo encontrado nos camundongos 
adolescentes submetidos à restrição de sono neonatal poderia refletir maior 
atividade das áreas centrais associadas com o processamento da informação 
sensorial. No entanto, em nosso estudo a redução do limiar de retirada das patas 
no teste da placa quente não foi acompanhado por aumento da atividade 
neuronal, avaliada por meio da imunoreativdade da proteína c-Fos, no córtex 
cingulado e somatosensorial primário. É possível que outras áreas estejam 
envolvidas com esta alteração, principalmente regiões envolvidas com o controle 
descendente da resposta nociceptiva, como a substância cinzenta periaquedutal e 
núcleos presentes no bulbo. Além das regiões supraespinhais, mudanças na 
sensibilização central associada com a resposta nociceptiva também podem 
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acontecer na medula espinhal. Li e colaboradores (2013) demonstraram que um 
evento adverso na primeira semana de vida produz alterações na atividade 
sináptica na medula espinhal, comprometendo a atividade inibitória e facilitando o 
comportamento de dor na vida adulta. De fato, durante o período de maturação da 
via nociceptiva mudanças na atividade neural podem interferir nos processos de 
desenvolvimento de respostas nociceptivas facilitatórias imaturas para o padrão 
maduro da atividade inibitória na medula espinhal (Hathway et al., 2009).   
 
Limitações e estudos futuros 
Algumas limtações deste estudo precisam ser levantadas, e espera-se que 
futuramente sanadas. O modelo animal amplamente utilizado para investigar o 
sono em neonatos, incluindo a caracterização do padrão do sono e os substratos 
neurais envolvidos com os diferentes estados de ativação, tem sido desenvolvido 
principalmente em ratos. Neste estudo, utilizamos como modelo o camundongo, 
espécie amplamente utilizada em pesquisas biomédicas devido as vantagens de 
alojamento e diversidade de linhagens e manipulações. Na fase adulta, ratos e 
camundongos apresentam padrão de sono similar, com poucas diferenças na 
distribuição do tempo de sono REM e NREM (Machado et al., 2004; Zager et al., 
2009), possivelmente estas similaridades também são encontradas no início do 
desenvolvimento.  
Nosso estudo, assim como outros estudos que realizaram a privação de 
sono neonatal de forma instrumental, encontrou elevada resposta ao estresse 
associada com a redução do tempo sono. Isto pode ser associado a alguns 
fatores: (1) a vigília prolongada pode ser um fator estressante per se, visto como 
uma quebra da homeostase do organismo, desencadeando repostas de 
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adaptação ao evento adverso/estressante; (2) nos neonatos faz-se necessário 
associar a privação de sono com a separação materna, o que gera 
consequências que podem ser interpretadas como a somação dos eventos 
adversos e não unicamente como efeito da falta de sono; (3) atualmente os 
métodos mais utilizados, as técnicas instrumentais como o gentle handling, 
envolvem manipulação direta do animal. O desenvolvimento e implementação de 
novas técnicas para realizar a privação de sono neste período crítico poderia 
eliminar possíveis efeitos confundidores. Ainda, a implementação de diferentes 
protocolos de redução de tempo de sono, envolvendo variações na duração e 
período neonatal, pode fornecer melhor compreensão da função do sono na 
maturação cerebral. 
Não é surpreeendente que a maioria dos estudos em sono investigam o 
sujeito adulto, uma vez que este comportamento foi primeiro caracterizado nesta 
fase do desenvolvimento. Entretanto, estudos que investiguem a fisiologia normal 
do sono na infância, ou as mudanças nas funções cerebrais após a redução do 
tempo de sono, têm importantes implicações para o desenvolvimento de teorias 
em relação as funções do sono com aplicabilidade ao longo da vida. Nossos 
dados demonstram que a interrupção do adequado padrão de sono durante o 
desenvolvimento cerebral tem um efeito significante na nocicepção. Este estudo 
indica um possível papel do sono para a maturação de um importante sistema 
sensorial, e acrescenta evidências acerca da fascinante relação entre sono e dor. 
Em seu estudo de 1966, Howard Roffward e colaboradores postularam que 
"qualquer hipótese que se propõe a explicar a regulação do sono REM terá que 
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explicar a grande quantidade de sono REM durante o início do desenvolvimento"7. 
Embora seja possível que não apenas o sono REM, mas a atividade neural 
presente nas fases REM e NREM seja importante para o desenvolvimento, 
Roffwarg e colaboradores acertam ao afirmar que o desenvolvimento 
ontogenético do sono e a relação entre sono e maturação do SNC não pode ser 
negligenciado quando tenta-se elucidar 'por que nós dormimos?'. 
 
 
 
 
 
                                                 
7 Tradução de "any hypothesis wich purports to account for the regulation of REM sleep 
will eventually have to explain the great quantities of REM during early development" 
(Roffwarg et al., 1966, p.614). 
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 O estudo das consequências da redução do tempo de sono durante o 
período neonatal na resposta nociceptiva evidenciou que: 
 Uma única sessão de privação de sono realizada na segunda semana 
de vida pós-natal é um evento estressante capaz de alterar os níveis plasmáticos 
de corticosterona, hormônio associado com a resposta fisiológica ao estresse. 
Esta manipulação neonatal alterou a resposta nociceptiva na adolescência 
propiciando o comportamento pronociceptivo. O efeito da falta de sono foi 
independente do aumento do comportamento materno decorrente da manipulação 
da ninhada.  
 A redução do tempo de sono na segunda e terceira semana de vida pós-
natal induziu aumento da sensibilidade nociceptiva térmica na adolescência, 
mesmo após duas semanas do término do protocolo de restrição de sono. Este 
comportamento pronociceptivo foi estímulo específico, uma vez que os animais 
submetidos à falta de sono neonatal não apresentaram alterações nociceptivas 
quando submetidos a um estímulo químico. Ainda, a avaliação da atividade 
neuronal central das áreas associada com o processamento da informação 
nociceptiva não apresentou nenhuma alteração significativa que pudessem 
elucidar como a falta de sono neonatal modificou o comportamento.   
 Em resumo, nosso estudo demonstrou que tanto a privação quanto a 
redução crônica do tempo de sono realizadas durante o período neonatal foram 
capazes de modificar a responsividade sensorial e neuroendócrina a longo prazo. 
Estes dados indicam que o sono parece ter importante função na maturação da 
nocicepção. Delinear como alterações no tempo de sono modificam o 
desenvolvimento do sistema nociceptivo deve ser o próximo passo para melhor 
elucidar esta relação.   
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Anexo 1: Parecer do Comitê de Ética Institucional. 
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Anexo 2: Parecer do Comitê de Ética Institucional – Adendo. 
 
 
